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RÉSUMÉ 
Les trois études présentées dans la thèse portent sur les conséquences anatomiques et 
comportementales de la lésion des neurones cholinergiques du noyau tegmentaire 
pédonculopontin (NTPP). Ces neurones sont connus comme faisant partie du système 
réticulaire activateur ascendant (Morruzi, Magoun, 1949) et semblent impliqués dans 
des fonctions cognitives telles que l ' attention soutenue. Ces neurones dégénèrent 
dans plusieurs maladies neurodégénératives, telles que la la démence à corps de Lewy 
(DCL), la maladie de Parkinson (MP), la paralysie supranucléaire progressive (PSP) 
et l' atrophie multisystématisée (AMS), et la perte de ces neurones pourrait expliquer 
certains signes associés à ces maladies. 
Des modèles animaux ont été développés afm d' étudier les conséquences de la lésion 
de ces neurones avec des méthodes cytotoxiques non optimales, qui résultent en la 
lésion à la fois des neurones cholinergiques et des neurones non-cholinergiques du 
NTPP. L'objectif central des études de la thèse est donc d' examiner les conséquences 
d'une lésion du NTPP avec une méthodologie permettant d'obtenir une sélection 
optimale des neurones cholinergiques. 
Dans la première étude de la thèse, nous utilisons une méthode chirurgicale décrite 
par Wishaw et collaborateurs (1977), afin d'optimiser les résultats et de réduire les 
inconvénients d' une méthode plus courante utilisée pour la lésion des cellules 
cholinergiques du NTPP. Nous avons ainsi procédé à l' infusion locale d'une 
neurotoxine hautement spécifique aux neurones cholinergique du NTPP, la toxine 
diphtérique de l 'Urotensine-II (Dtx-UII) développée par Clark et al. (2007). 
L'efficacité et la sécurité de cette méthode a été confirmée. 
Dans la seconde étude, nous avons évalué les conséquences anatomiques d'une lésion 
bilatérale du PPTg en utilisant des mesures in vivo et ex vivo de 1 ' activité 
cholinergique. L' imagerie cérébrale par tomographie d'émission de positons (TEP) a 
été utilisée avec le C8F]fluoroethoxybenzovesamicol (C 8F]FEOBV), un radiotraceur 
à haute affinité pour le transporteur vésiculaire de l'acétylcholine (TV ACh). Cette 
méthode fut comparée à un comptage post-mortem des corps cellulaires et des 
terminaisons cholinergiques, à pa:rtir de l' immunocytochimie de la choline acétyl-
transférase (ChAT) et du TV ACh. Les deux méthodes, in vivo et ex vivo , ont montrée 
une fiabilité et sensibilité comparables pour quantifier des pertes cholinergiques 
significatives localisées dans le tronc cérébral, le thalamus latéral et le pallidum. 
Dans la région du tronc cérébral entourant le NTPP, des corrélations significatives 
ont été observée entre les mesures in vivo et ex vivo , alors que de telles corrélations 
n'ont pas été trouvées dans les sites de projection thalamique et pallidal du NTPP. En 
plus de nous renseigner sur les conséquences anatomiques de la lésion cholinergique 
xv 
du NTPP, ces résultats montrent pour la première fois que la TEP avec le 
[' 8F]FEOBV représente une méthode fiable pour la détection et la quantification in 
vivo des pelies neuronales résultant de la lésion du NTPP. 
Dans la troisième étude de la thèse, nous avons évalué les conséquences cognitives et 
comportementales de la lésion hautement sélective des neurones cholinergiques du 
NTPP. Pour ce faire, des rats ont été évalués à la tâche 5-CSRT avant et suivant la 
lésion du NTPP. Une mesure spécifique des fluctuations de l'attention a été créée. La 
dénervation cholinergiques a été évaluée in vivo et ex vivo, en utilisant l' imagerie 
TEP avec le [' 8F]FEOBV et le comptage cellulaire suivant l' immunocytochimie de la 
ChAT. Les résultats suggèrent que les neurones cholinergiques du NTPP jouent un 
rôle primordial dans l' attention soutenue. Les déficits attentionnels engendrés sont 
significativement corrélés avec l' an1pleur des lésions cholinergiques du NTPP. Cette 
étude a également permis de montrer que la méthode d' imagerie TEP avec le 
[' 8F]FEOBV peut être utilisée de manière fiable pour évaluer l.a relation entre le 
comp01tement et l ' innervation cholinergique in vivo chez l' animal. 
Mots clés : Noyau tegmentaire pédonculopontin (NTPP) ; Tomographie par émission 
de positons (TEP); Transp01teur vésiculaire de l' acétylcholine (TVACh); 
Acétylcholine (ACh); [' 8F]fluoroethoxybenzovesamicol ([' 8F]FEOBV); Attention; 
Immunocytochimie; 
1.1 Introduction 
CHAPITRE I 
CONTEXTE THÉORIQUE 
Le noyau tegmentaire pédonculopontin (NTPP) est une structure ancienne dans la 
région mésopontique du tronc cérébral. Autrefois considérée comme étant une 
structme homogène et essentiellement cholinergique (i.e., Ch5 selon la nomenclature 
de Mesulam, Mufson, Wainer, & Levey, 1983), il est maintenant connu que le NTPP 
est une structme hétérogène contenant des sous-régions anatomiquement et 
neurochimiquement distinctes qui présentente différentes connexions avec diverses 
régions cérébrales et qui contribuent à différentes fonctions (Martinez-Gonzalez, 
Bolam, & Mena-Segovia, 2011; Wang & Morales, 2009; Winn, 2006). 
Traditionnellement, on considérait que le NTPP jouait un rôle primordial dans la 
régulation du cycle sommeil-éveil (voir Steriade & McCarley, 1990 pour une 
recension des écrits) et dans le contrôle locomoteur (e.g. , Shik, Severin, & Orlovskii, 
1966). Dans la littérature contemporaine, on considère toutefois le NTPP comme une 
structure impliquée dans divers processus cognitifs et comportementaux, tels que 
l'apprentissage, la sélection de réponse, le traitement sensoriel et l'attention (voir 
Section 1.4; voir également Winn, 1998, 2006 pour une recension des écrits). 
Les déficits comportementaux observés suivant la lésion du NTPP ont 
traditiom1ellement été attribués au rôle des neurones cholinergiques contenus dans 
celui-ci. Ceux-ci sont connus comme faisant partie du système réticulaire activateur 
ascendant (Moruzzi & Magoun, 1949; Steriade, 2004 ), et projetant, entre autres, dans 
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le thalamus et le prosencéphale basal, qui en retour projettent de manière diffuse dans 
le néocortex (Hallanger & Wainer, 1988; Jones & Yang, 1985; Mesulam et al. , 1983; 
Oakman, Faris, Cozzari, & Hartman, 1999). De plus, chez l'humain, on sait que cette 
population neuronale est affectée dans plusieurs maladies neurodégénératives (e.g., 
Benarroch, Schmeichel, & Parisi, 2002; Gilman et al. , 201 0; Jellinger, 1988; Kosaka, 
Y oshimura, Ikeda, & Budka, 1984) et on considère que les pertes cholinergiques 
expliqueraient, au moins en partie, les déficits cognitifs, autonorniques, et moteurs 
observés dans celles-ci (e.g. , Bohnen & Albin, 2011a; Warren, Piggott, Perry, & 
Burn, 2005) . Toutefois, jusqu'à récemment, aucune méthode ne permettait de 
manipuler sélectivement ce type neuronal dans le NTPP, ni de mesurer la perte 
cholinergique in vivo de manière fiable. Les études présentées dans cette thèse visent 
à mieux comprendre les conséquences anatomiques et fonctionnelles d'une perte 
cholinergique du NTPP. Un second objectif de la thèse est de valider une méthode de 
quantification in vivo de l'innervation cholinergique. Une telle mesure constituerait un 
avancement majeur pour notre exploration in vivo des lésions cholinergiques 
cérébrales. Une telle validation chez l'animal, puis chez l'humain pourrait constituer 
une avancée majeure pour notre compréhension du rôle des systèmes cholinergiques 
du NTPP sur la symptomatologie de plusieurs maladies neurodégénératives. 
1.2 Localisation et composition du NTPP 
Le NTPP est une structure rostrale du tronc cérébral , située dans le tegmentum 
mésopontin et délimitée antérieurement par la substance noire, postérieurement par le 
noyau parabrachial, latéralement par le bras ascendant du pédoncule cérébelleux 
supérieur, d01·salement par le noyau cunéiforme et ventralement par le noyau 
réticulaire pontique (Paxinos & Watson, 2009; Winn, 2006). Le NTPP est également 
médialement adjacent au noyau tegmentaire latérodorsal. La structure du NTPP est 
bien préservée sur le plan phylogénétique et présente ainsi tme forme et une position 
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consistante à travers les espèces observées, dont le poisson-crapeau (Brantley & Bass, 
1988), les amphibiens (Marin, Smeets, & Gonzalez, 1997), les lézards (Medina, 
Smeets, Hoogland, & Puelles, 1993), le pigeon (Medina & Reiner, 1994), le rat 
(Honda & Semba, 1995; Rye, Saper, Lee, & Wainer, 1987), le primate (Lavoie & 
Parent, 1994b) et l'humain (Manaye et al. , 1999; Mesulam, Geula, Bothwell, & 
Hersh, 1989). 
Le NTPP présente une population de neurones diversifiés sur le plan morphologique 
et neurochimique, dont les plus clairement identifiables sont les neurones 
cholinergiques (i.e. , Ch5; Mesulam et al. , 1983). Partiellement entremêlés aux 
nemones cholinergiques, le NTPP est également composé d'un grand nombre de 
neurones GABAergique et glutamatergiques (Lavoie & Parent, 1994b; Wang & 
Morales, 2009). Ces trois phénotypes neuronaux sont distribués de manière 
hétérogène dans l'ensemble du NTPP. Dans la portion antérieure du NTPP, les 
nemones GABAergique sont les plus nombreux (40%), suivis des neurones 
glutamatergiques (37%), pms des neurones cholinergiques (23%) (Wang and 
Morales, 2009). Dans la portion postérieure du NTPP, les neurones glutamatergiques 
sont les plus nombreux (50%), suivis des neurones cholinergiques (31 %), puis des 
neurones GABAergiques (19%) (Wang & Morales, 2009). 
En plus de ces trois principaux groupes de neurones, divers neuropeptides ont été 
identifiés dans le NTPP, dont la substance P (Vincent et al., 1986), le facteur 
natriurétique auriculaire (Ryan & Gundlach, 1995) et des peptides de la famille 
GLWamide (Han1aguchi-Hamada et al. , 2009). Aucun patron de localisation ou de 
co-expression de ces neuropeptides avec des neurotransmetteurs n'est connu à ce jour. 
Une faible portion d'autres neurones du NTPP ont également été identifiés dans 
certaines espèces. Par exemple, des neurones exprimant la tyrosine hydroxylase (donc 
vraisemblablement des neurones catecholaminergiques) ont été observés chez le 
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cochon d'Inde (Leonard, Kerman, Blaha, Taveras, & Taylor, 1995), mais pas chez le 
rat (Winn, 2006). 
Il existe W1e controverse dans la littérature scientifique entourant la possibilité qu'W1 
même neurone du NTPP puisse co-exprimer des combinaisons d'acétylcholine, de 
glutamate et d'acide y-aminobutyrique (GABA). Les premières études rapportaient 
que la co-expresion se produisait dans W1e portion importante de neurones 
cholinergiques (Charm·a, Smith, & Parent, 1996; Jia, Yamuy, Sm11pogna, Morales, & 
Chase, 2003 ; Lavoie & Parent, 1994a, 1994b). Cependant, les résultats de ces études 
sont remis en questions étant donné le faible niveau de fiabilité de la méthodologie 
utilisée. En effet, bien que l'Ïl1ID1W10histochimie soit très fiable pour marquer les 
neurones cholinergiques, celle-ci s'avère beaucoup moins fiable pour marquer les 
neurones GABAergiques ou glutamatergiques (Wang & Morales, 2009). À l'aide de 
l'hybridation in-situ, méthode plus fiable pour marquer ces trois groupes de neurones 
dans le NTPP, W1e étude plus récente a montré que seulement 0,7% des neurones 
cholinergiques du NTPP chez le rat étaient capable de co-exprimer le GABA et 1,2% 
le glutamate (Wang & Morales, 2009). À la lumière de ces résultats, il semble donc 
que si la co-expression de nemotrm1smettems existe dans les nemones cholinergiques 
du NTPP, celle-ci s'avère très faible. 
On retrouve dans le NTPP des réceptems cholinergiques de type muscarinique M2 
(autorécepteurs) et de type nicotinique a7 et ~2 (Forster & Blaha, 2003), mais aussi 
de type glutarnatergique (Inglis & Semba, 1996), GABAergique (Saitoh, Hattori, 
Song, Isa, & Takakusaki, 2003), noradrenergique (Hou, Manns, & Jones, 2002; 
Williams & Reiner, 1993), glycinergique (Fort, Luppi , & Jouvet, 1993), les opioïdes 
(Klitenick, & Kalivas, 1994) et peptidergique pour l'Urotensine-II (Clark et al. , 
2001 ). Il a également été montré que certaÏJ.1es fibres afférentes au NTPP sont de type 
peptidergique pour la galanine (Gai, Blw11bergs, Geffen, & Blessing, 1993) et pom 
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l'hypocrétine (ou orexine) (Baldo, Daniel, Berridge, & Kelley, 2003). Présentement, 
l' imp01iance relative de ces différents groupes neuronaux du NTPP n'est pas 
clairement définie, à l'exception de l'Urotensine-II, dont les récepteurs sont connus 
pour être exclusivement présents sur les neurones cholinergiques (Clark et al., 2001 ). 
Retenons toutefois que l'abondante diversité des récepteurs présents dans le NTPP 
suggère que celui-ci reçoit des influences variées sur le plan anatomique et 
fonctiormel. 
1.3 Connexions du NTPP 
Le NTPP est réciproquement connecté avec de nombreuses régions du SNC. Les 
diverses connexions ascendantes et descendantes du NTPP peuvent être 
grossièrement regroupées comme suit: 1) les connexions avec d'autres structures du 
tronc cérébral et de la moelle épinière; 2) les connexions avec le circuit 
corticostriatal; 3) les co1mexions avec le thalanms et 4) les connexions directes et 
indirectes avec le cortex. 
1.3 .1 Connexions avec le tronc cérébral et la moelle épinière 
Le NTPP envoie des projections cholinergiques et non-cholinergiques aux formations 
réticulées ponti que (Rolland, Karacru, Muriel, Hirsch, & Francois, 2011; Sem ba, 
Reiner, & Fibiger, 1990) et bulbaire (Jones, 1990), ainsi qu'au noyau moteur du nerf 
trijwneau (Fay & orgren, 1997a, 1997b, 1997c). Le NTPP envoie également des 
projections, principalement non-cholinergiques (Martinez-Gonzalez et al., 2011), à la 
moelle épinière (Scarnati & Florio, 1997; Skinner, Kinjo, Henderson, & Garcia-Rill, 
1990). Les colliculi inférieurs (Motts & Schofield, 2009) et supérieurs (Hall, 
Fitzpatrick, Klatt, & Raczkowski, 1989) reçoivent également des afférences 
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cholinergiques du NTPP. Les colliculi supérieurs projettent en retour sur le NTPP 
(Redgrave, Mitchell, & Dean, 1987). Par ailleurs, le NTPP est réciproquement 
connecté au noyau tegmentaire rostromédian (Jhou, Geisler, Marinelli , Degarmo, & 
Zalm1, 2009), au NTPP controlatéral, au noyau tegmentaire latérodorsal , au noyau du 
lit de la strie tenninale, à la substance grise périacqueducta:le, et reçoit des afférences 
provenant du locus coeruleus (Semba & Fibiger, 1992). Enfin, le NTPP serait 
interc01mecté avec des neurones sérotonergiques et noradrénergiques du tronc 
cérébral (Honda & Semba, 1995; Hou et al. , 2002) faisant eux même partie, tout 
comme le NTPP, du système réticulaire activateur ascendant (Moruzzi & Magoun, 
1949; Steriade, 2004 ). 
1.3.2 Connexions avec le circuit c01ticostriatal 
Il existe de nombreuses connexions entre le NTPP et le circuit corticostriatal. En 
effet, les ganglions de la base sont plus largement interconnectés avec le NTPP 
qu'avec n'impo1te quelle autre structure du SNC et possèdent des similarités qui ont 
mené certains auteurs à considérer le NTPP comme faisant partie d'un système 
fonctionnellement intégré (Mena-Segovia, Bolam, & Magill , 2004). Ainsi, des 
connexions réciproques ont été observées entre le NTPP et le striatum, la substance 
noire, le globus pallidus, et le noyau sous-thalamique (Lavoie & Parent, 1994c; 
Semba & Fibiger, 1992). 
La substance noire pars reticulata envoie un contingent important de projections 
GABAergiques vers le NTPP (Grofova & Zhou, 1998; Rolland et al., 2011), qui 
inhibe l'activité des neurones cholinergiques (Granata & Kitai , 1991 ; Saitoh et al. , 
2003) et glutamatergiques (Saitoh et al., 2003). En retour, le NTPP envoie des 
projections cholinergiques et glutamatergiques sur les neurones doparninergiques de 
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la substance noire pars compacta (Futami, Takakusaki, & Kitai , 1995; Lavoie & 
Parent, 1994a) et de l'aire tegmentaire ventrale (Oakman, Faris, Kerr, Cozzari, & 
Hartman, 1995). Une étude récente suggère toutefois que ces projections seraient de 
n~ture glutarnatergique (Wang, Chakraborti, Ng, Yamaguchi, & Morales, 2010). 
Le noyau sous-thalamique présente également des connexions réciproques avec le 
NTPP (Steininger, Rye, & Wainer, 1992). Les afférences du noyau sous-thalamique 
ont d'abord été identifiées comme étant à la fois cholinergiques, GABAergiques et 
glutamatergiques (Bevan & Bolam, 1995), mais conune pour la substance noire, de 
récentes évidences montrent qu'il s'agit plutôt de projections non-cholinergiques (Kita 
& Kita, 2011). 
Le pallidum ventral et dorsal envoient un grand nombre de projections au NTPP 
(Moriizurni & Hattori, 1992; Semba & Fibiger,- 1992), de même que le striatum 
(Allen & Winn, 1995; Lavoie & Parent, 1994c). Également, il a été montré que le 
noyau accumbens projette sur le NTPP (Berendse, Groenewegen, & Lolunan, 1992), 
bien que certains suggèrent plutôt que ces projections seraient issues des régions 
amygdaliennes (Zahm, Williams, Latimer, & Winn, 2001). 
1.3.3 Connexions avec le thalamus 
Le thalamus constitue la principale cible de projection du NTPP. L'ensemble des 
fibres cholinergiques provenant du NTPP projettent sur les noyaux du thalamus 
(Oakman et al. , 1999). Ainsi, à partir de ces projections thalamiques, le NTPP est en 
position d'influencer l'activité corticale et striatale qui transitent par le thalamus. Par 
exemple, il a été montré qu 'une application d 'A Ch dans divers noyaux thalamiques 
provoque la dépolarisation des neurones thalamocorticaux (McCorrnick & Prince, 
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1986; McCormick & Williamson, 1989), laquelle est comme pour exercer une 
influence directe sur l'activité corticale (Swadlow & Gusev, 2000, 2001). 
Il semble que tous les noyaux du thalamus soient innervés par les neurones 
cholinergiques du NTPP, celui-ci assurant la majeme partie des projections 
cholinergiques au thalamus (Hallanger & Wainer, 1988; Holmstrand & Sesack, 
2011). Les noyaux sensorimoteurs seraient plus particulièrement ümervés par le 
NTPP. C'est le cas notamment des corps genouillés, du complexe antéroventral et 
ventrolatéral et, dans w1e moü1dre mesme, du noyau réticulaire (Hallanger & Wainer, 
1988; Heckers, Geula, & Mesulam, 1992; Inglis & Wüm, 1995). 
Les d01mées anatomiques sm le NTPP sont consistantes avec les résultats obtenus en 
électrophysiologie (Ainge, Jenkins, & Wim1, 2004) montrant que la stimulation 
unilatérale de la partie postérieme du NTPP produit w1e activation ipsilatérale des 
noyaux centrolatéral et ventrolatéral du thalamus, en plus d 'une activation bilatérale 
du noyau réticulaire. Il est toutefois smprenant que d'autres noyaux du thalarnus qui 
sont également irmervés par le NTPP ne soient pas influencés par une telle activation. 
Une hypothèse propose que les projections cholinergiques vers le thalamus forment 
w1 système topographiquement organisé et le NTPP innerve de manière différentielle 
les divers noyaux du thalamus (Winn, 2006). D 'autres autems proposent w1e vision 
plus complexe; Jenkins, Latimer, Alderson, et Winn (2002) ont en effet trouvé qu' une 
lésion tmilatérale du NTPP ne produit pas de char1gement significatif dans le noyau 
réticulaire, mais engendre w1e diminution de l'ACh dans le noyau antérovenh·al, ainsi 
qu'une augmentation avec le temps dans le noyau médiodorsal. Les auteurs concluent 
que les neurones du NTPP influencent le thalamus selon un "équilibre dynarnique" , 
variable dans le temps, plutôt que basé sm le simple poids mathématique de leurs 
ümervations différentielles. 
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1.3.4 Cmmexions corticales directes et indirectes 
Outre son influence sur les projections thalamocorticales et le circuit corticostriatal , le 
NTPP envoie des projections cholinergiques et non-cholinergiques vers le noyau 
basal de Meynert (NBM; Losier & Semba, 1993 ; Sem ba, Reiner, McGeer, & Fi biger, 
1988), qui en retour envoie d'abondantes projections cholinergiques sur l'ensemble du 
cortex (Mesulam & Geula, 1988). Toutefois, il existe peu de données montrant des 
connections directes entre le NTPP et le cortex cérébral. Quelques études montrent 
que le NTPP projette aux aires corticales frontales (Saper & Loewy, 1982) et, qu' en 
retour, les cortex auditif (Rolland et al. , 2011) et moteur, de même que le champ 
oculomoteur frontal, projettent sur le NTPP (Matsumura et al. , 2000) . Des projections 
non-cholinergiques du NTPP ont été observées dans le cmiex visuel chez le chat 
(Higo, Matsuyama, & Kawamura, 1996), mais il n'est pas clair si ces projections sont 
réciproques. Des connexions réciproques ont clairement été établies toutefois entre le 
NTPP et l'hypothalamus latéral (Semba & Fibiger, 1992). 
1.4 Rôles fonctimmels du NTPP 
Historiquement, le NTPP a été associé à l'activité locomotrice (Garcia-Rill et al., 
1990; Skinner et al., 1990). Cette association était basée sur la proximité anatomique 
du NTPP avec la région locomotrice mésencéphalique (RLM), laquelle est impliquée 
dans le déclenchement et l'ajustement de l'activité locomotrice (Shik et al. , 1966). 
Toutefois, des études plus récentes ont montré que des lésions bilatérales 
excitotoxiques de la totalité du TPP n'affectent pas l'activité locomotrice (Inglis, 
Allen, et al. , 1994; Inglis, Dunbar, & Wim1, 1994; Steiniger & Kretschmer, 2004; 
Wilson, MacLaren, & Winn, 2009). Seulement deux études réalisées chez le singe ont 
montré des déficits moteurs suivant la lésion du NTPP (Kojima et al. , 1997; Munro-
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Davies, Winter, Aziz, & Stein, 1999), ma1s les conclusions de ces études sont 
contestées étant donné l'utilisation d'une neurotoxine connue pour provoquer des 
lésions très larges, qui auraient donc probablement endommagé des régions 
cérébrales au-delà du NTPP (Wilm, 2006, 2008). 
La régulation du cycle sommeil-éveil constitue la seconde fonction traditi01mellement 
associée au NTPP dans la littérature scientifique. En effet, plusieurs études menées 
dans les années 80 et 90 ont montré que l'activité du NTPP est maximale au cours du 
sommeil paradoxal, et serait plus particulièrement impliquée dans l'atonie musculaire 
et l'activation électrophysiologique du thalamus, propres à ce stade de sommeil 
(Garcia-Rill, 1991 ; Rye, 1997; Steriade & McCarley, 1990; Willian1s, Comisarow, 
Day, Fibiger, & Reiner, 1994). Toutefois, le NTPP ne semble pas être essentiel au 
déclenchement et maintien du sommeil dans son ensemble, car des lésions bilatérales 
de celui-ci n'affectent pas spontanément les patrons de sommeil chez l 'animal 
(Deurveilher & Hennevin, 2001). 
Enfin, comme pour l'activité locomotr·ice et la régulation du sommeil normal, la 
lésion du NTPP n'entraîne pas de déficit dans les comportements stéréotypés ou 
spontannés chez le rat, tels que le toilettage ou la consommation d'eau et de nourriture 
(Inglis, Allen, et al. , 1994 ). 
Étant donné les connexions directes et indirectes du NTPP avec le str·iatum et le 
cortex cérébral, plusieurs études se sont intéressées au rôle du NTPP dans les 
fonctions cognitives ou comportementales complexes. Ainsi, dans la tâche de 
labyrinthe radial , w1e étude a montré que la lésion du NTPP produisait des déficits 
significatifs (Keating & Winn, 2002). Une autre étude a répliqué ces résultats en 
précisant que les déficits n'étaient pas de nature motivati01melle, mais plutôt li ées à 
l'intégration de l'infom1ation, à l'apprentissage ou encore à la sélection de réponse 
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(Taylor, Kozak, Latimer, & Wüm, 2004). Par ailleurs, la lésion du NTPP entraînerait 
des troubles majeurs de l'apprentissage de comportements, tel que l'auto-stimulation 
ou auto-administration, peu importe la nature de la modécule impliquée dans 
renforcement, incluant l'amphétamine (Alderson, Latimer, Blaha, Phillips, & Winn, 
2004), la nicotine (Alderson, Latimer, & Winn, 2006; Lanca, Adamson, Coen, Chow, 
& Corrigall, 2000), l'héroïne (Olmstead, Mmm, Franklin, & Wise, 1998), la cocaïne 
(Schmidt, Famous, & Pierce, 2009), l'éthanol (San1son & Chappell, 2001 ), ou la 
nouniture (Alderson et al., 2004; Diederich & Koch, 2005; Wilson et al., 2009). 
Toutefois, aucun déficit n'est observé lorsque l'association entre la réponse et le 
renforcement a été apprise avant que la lésion au NTPP ne soit produite (Alderson et 
al., 2004; Olmstead et al., 1998; Samson & Chappell, 2001). Dans les tâches du 
labyrinthe radial, les déficits observés sont également compatibles avec l'incapacité à 
former des associations de type réponse-renforcement (Taylor et al., 2004). 
La nature des connexions anatomiques du NTPP (Bosch & Schmid, 2008) suggère un 
rôle dans le traitement de l' information sensorielle ou attentionelle. En effet, des 
projections visuelles en provenance des colliculi supérieurs vers le NTPP ont été 
docmnentées (Redgrave et al. , 1987). D' autres données montrent que le cortex auditif 
projette aussi sur les neurones cholinergiques du NTPP et que ces mêmes neurones 
cholinergiques projettent à leur tour sur les colliculi inférieurs (Schofield, 201 0), 
structure considérée comme m1 relai important du système auditif. Par ailleurs, des 
études électrophysiologiques montrent que les neurones du NTPP répondent à des 
stimuli visuels (Dormont, Conde, & Farin, 1998; Pan & Hyland, 2005) et auditifs 
(Reese, Garcia-Rill, & Skinner, 1995a, 1995b, 1995c; Schofield, Motts, & Mellott, 
2011). Ces données suppotient la notion que le NTPP interviendrait dans le 
traitement de l'information sensorielle ou peut-être même attentionelle. À cet effet, 
mentionnons que des lésions électrolytiques (Swerdlow & Geyer, 1993), 
excitotoxiques (Koch, Kungel, & Herbert, 1993) et pharamacologiques transitoires 
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(Diederich & Koch, 2005) du NTPP ont montré une réduction de l'inhibition par 
prépulse sonore (pre-pulse inhibition; PPI) du réflexe de sursaut, lequel est 
directement lié aux mécanismes attentimmels de filtrage sensoriel. 
Dans des tâches où les rats doivent pmter attention et répondre à des stimuli présentés 
à des intervalles imprévisibles, les rats ayant des lésions au NTPP performent 
significativement moins bien que les rats contrôles (Fiorio et al. , 1999; Inglis, 
Olmstead, & Robbins, 2001; Kozak, Bowman, Latimer, Rostron, & Wiim, 2005; 
Rostron, Farquhar, Latimer, & Winn, 2008). De plus, la perfonnance s'améliore 
significativement lorsque la durée du stimulus est augmentée (c.-à-d. une charge 
attentionnelle plus faible) , renforçant l'hypothèse d'un déficit attentionne! plutôt que 
sensoriel. 
1.5 Le NTPP et les maladies neurodégénératives 
Plusieurs études ex vivo ont montré la perte de neurones cholinergiques dans le NTPP 
chez des patients atteints de diverses maladies neurodégénératives, telles que 
l'atrophie multisystématisée (AMS; Benanoch et al. , 2002), la paralysie 
supranucléaire progressive (PSP; Jellinger, 1988; Zweig et al. , 1987), la maladie de 
Parkinson (MP; Gai , Halliday, Blumbergs, Geffen, & Blessing, 1991 ; Hirsch, 
Graybiel, Duyckaerts, & Javoy-Agid, 1987; Jellinger, 1988; Zweig, Jankel , Hedreen, 
Mayeux, & Priee, 1989) et la démence à corps de Lewy (DCL; Ferman & Boeve, 
2007; McKeith et al. , 2003; Perry et al. , 1995). À la lumière des études montrant la 
contribution du NTPP dans diverses fonctions associatives ou cognitives, il est 
possible de croire au rôle d'une lésion dégénérative du NTPP dans les déficits 
cognitifs propres à ces maladies. Par exemple, la MP et la DCL sont caractérisées par 
des fluctuations cognitives, avec des variations prononcées de l' attention (Ballard et 
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al. , 2001; Varanese et al. , 2010). On trouve également dans ces maladies 
dégénératives plusieurs évidences de troubles attentionnels fluctuants, tels que 
mesurés par l 'EEG (Bonatmi et al. , 2008), par les potentiels évoqués tardifs (Pirtosek, 
Jahanshahi, Barrett, & Lees, 2001), et par l' imagerie cérébrale foncti01melle (Peraza 
et al. , 2014). Certaines études suggèrent même que ces symptômes cognitifs de la MP 
interfèrent signi:ficativement avec l'habileté à conduire de manière sécuritaire (voir 
Crizzle, Classen, & Uc, 2012 pour une recension des écrits), et que cette conduite 
risquée est directement associée à la dénervation cholinergique du thalamus, laquelle 
est assurée principalement par le NTPP (Weathers, Kotagal, Bohnen, & Chou, 2014). 
Ces d01mées sont consistantes avec l' hypothèse selon laquelle les neurones 
cholinergiques du NTPP sont impliqués dans les processus cognitifs comme 
l'attention et que la perte de tels neurones contribuerait aux déficits cognitifs 
caractérisant ces maladies. 
CHAPITRE II 
PROBLÉMATIQUE ET HYPOTHÈSES 
2.1 Problématique générale 
Les déficits observés aux tâches d'attention présentées ci-haut peuvent être 
attribuables, du moins en partie, aux pertes des afférences cholinergiques provenant 
du NTPP. Toutefois, les lésions du NTPP chez 1 'animal ont été obtenues par des 
méthodes non spécifiques (e.g. par l'utilisation d' excitotoxines comme les acides 
iboténique ou quisqualique), qui affectent à la fois les neurones cholinergiques et 
non-cholinergiques du NTPP. Par ailleurs, bien que plusieurs études aient montré que 
la lésion du NTPP mène à des performances déficitaires dans certaines tâches 
d' attention, le rôle spécifique du NTPP reste encore à préciser. En effet, il n'est pas 
clair dans quelle mesure les déficits observés peuvent être expliqués strictement en 
termes de déficits attentionnels ou si d'autres facteurs sont en cause. Par exemple, 
est-ce que les déficits notés chez les rats avec lésions du NTPP sont liés à un trouble 
de détection de stimuli (déficit attentiom1el), ou plutôt à un compmiement mal adapté 
aux stimuli (déficit dans la sélection de réponse)? L'objectif principal de la thèse est 
de révéler la nature des contributions spécifiques des neurones cholinergiques du 
NTPP suite à w1e lésion sélective des neurones cholinergiques du NTPP, combiné à 
l'utilisation d' w1e tâche attentionnelle permettant de distinguer les diverses 
composantes impliquées dans les processus attentionnels. 
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2.2 Problématique de la prenùère étude 
Bien que la lésion sélective des neurones cholinergiques du prosencéphale basal 
puisse être obtenue par des infusions parenchymales de l' immunotoxine 192-IgG 
saporine (Pizzo, Waite, Thal, & Winkler, 1999), cette toxine n' a aucun effet sur les 
neurones cholinergiques du NTPP (Rossner, Schliebs, Perez-Polo, Wiley, & Bigl, 
1995). La plupart des études de lésions du NTPP ont utilisé des excitotoxines telles 
que les acides iboténique, quisqualique, kaïnique ou N-methyl-D-aspartatique, qui 
détruisent à la fois les neurones cholinergiques et non-cholinergiques du NTPP. 
Toutefois, des lésions hautement sélectives des neurones cholinergiques du NTPP ont 
été rapportées chez le rat avec la neurotoxine Dtx-UII (Clark et al. , 2007; MacLaren, 
Santini, Russell, Markovic, & Clark, 2014; Steidl, Wang, & Wise, 2014). Ces lésions 
sont effectuées par clùrurgie stéréotaxique en infusant la toxine à trois localisations 
différentes sur un axe antéropostérieur. Cette procédure est effectuée en positionnant 
le crâne de l ' animal de façon alignée avec le plan horizontal de l' appareil (position à 
plat), et requière une durée clùrurgicale considérable pouvant mener à un risque de 
complications accru due à l ' anesthésie prolongée. De plus, étant donné que le NTPP 
est localisé en profondeur dans le tronc cérébral et qu' il est aligné verticalement avec 
le sinus transverse, la position à plat sur l' appareil stéréotaxique peut mener à des 
hémonagies importantes et des dommages dans de multiples régions causées par les 
entrées répétées de la microseringue. 
Le but de la première étude consiste donc à tester une méthode chirurgicale 
altemative à celle employant une position à plat, afin de réduire les complications 
possibles et la durée de l' opération chirmgicale, tout en optimisant la lésion des 
neurones cholinergiques du NTPP. Pour ce faire, une méthode clùrurgicale angulaire 
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proposée par Whishaw, Cioe, Previsich, et Kolb (1977) est utilisée et est comparée à 
la méthode traditi01melle avec le crâne à plat. 
2.3 Hypothèses de la première étude 
Étant donné que la méthode chirmgicale angulaire pe1met d' atteindre plus 
efficacement le NTPP qu'avec la méthode traditionnelle, nous prédisons que la 
méthode angulaire pennettra d'obtenir des lésions équivalentes ou supériemes à 
celles obtenues par la méthode traditionnelle, et ce avec un nombre infériem 
d' infusions de la Dtx-UII. Nous prédisons également que le nombre inférieur 
d' infusions employées dans la méthode angulaire se traduira en une durée 
chirmgicale plus courte et par conséquent, en une diminution des complications 
potentielles associées à une anesthésie prolongée. De plus, dans la méthode angulaire, 
nous prédisons une quantité inférieure de dommage lié au parcoms de la 
micro seringue, étant donné le nombre infériem d'entrées et de descentes de celle-ci 
dans le tissu cérébral. Enfin, nous prédisons que 1' élévation du crâne avec la méthode 
angulaire permettra d' éviter d' endommager les vaisseaux sanguins du sinus 
transverse, menant par conséquent à une fréquence et/ou une intensité plus faible 
d'hémonagie au coms de la chirurgie. 
2.4 Problématique de la seconde étude 
L'objectif général de la seconde étude de la thèse est d' examiner, chez le rat, les 
conséquences anatomiques d'une lésion sélective des nemones cholinergiques du 
NTPP, tel que mesuré par une nouvelle méthode d' imagerie cérébrale impliquant 
l'utilisation de la TEP avec le [' 8F]FEOBV. Cette méthode sera comparée avec une 
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mesure post-mortem standard utilisée pour quantifier l' intégrité des cellules 
cholinergique du cerveau : 1' immunocytochimie de la ChAT. 
La démonstration de la fiablitié de la TEP utilisée avec le C8F]FEOBV pourrait avoir 
un impact scientifique et clinique significatif chez l'hun1ain, pour l' évaluation in vivo 
de l'état des systèmes cholinergiques cérébraux. À cet effet, mentionnons que la 
majorité des composés radioactifs actuels ne remplissent pas les conditions 
nécessaires pour l' imagerie TEP, en raison d'un profil cinétique inapproprié, une 
faible absorption par le cerveau, un métabolisme rapide, ou un manque de sélectivité 
pour les neurones cholinergiques (Giboureau, Som, Boucher-Arnold, Guilloteau, & 
Kassiou, 2010). Le C8F]FEOBV demeure à ce jour le plus prometteur des 
radiomarqueurs pouvant être utilisé à cette fm (Giboureau et al., 2007; Ki1boum et 
al. , 2009; E. Landry et al. , 2008a; E. Landry et al., 2008b; Mulholland et al. , 1998; 
Soucy et al. , 2010 ; voir également Section 3.1.2 pour une discussion détaillée sur le 
sujet). 
Le but de la seconde étude de la thèse est donc d 'évaluer chez le rat, l' ampleur et la 
distribution les lésion des neurones cholinergiques du NTPP à partir de deux 
méthodes quantitatives qui seront comparées: la TEP avec le C8F]FEOBV, et 
l' immunocytochimie de la ChAT et du TV ACh. 
2.5 Hypothèses de la seconde étude 
Suivant la lésion des neurones cholinergiques du NTPP, nous prédisons que l' activité 
du C8F]FEOBV sera réduite dans les régions recevant des projections provenant du 
NTPP, incluant les noyaux thalamiques (Hallanger, Levey, Lee, Rye, & Wainer, 
1987), le globus pallidus (Lavoie & Parent, 1994c ), le NBM, et le tronc cérébral 
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(Scamati & Florio, 1997). Nous prédisons que ces pertes cholinergiques seront 
corrélées avec celles observées dans ces régions par la l' immunocytochimie de la 
ChAT et du TV ACh. 
2.6 Problématique de la troisième étude 
L'objectif général de la troisième étude de la thèse est d'évaluer les conséquences 
cognitives et/ou comportementales de la lésion sélective des neurones cholinergiques 
du NTPP afin de mieux comprendre le rôle spécifique de ces derniers. Tel que 
mentionné précédemment, les neurones cholinergiques du NTPP font partie du 
système réticulaire activateur ascendant (Moruzzi & Magoun, 1949; Steriade, 2004), 
et projettent à la fois au prosencéphale basal et au thalamus, qui en retour foumisent 
une innervation corticale élargie (Hallanger & Wainer, 1988; Jones & Yang, 1985; 
. Mesulam et al. , 1983; Oakman et al. , 1999). De par ces projections cholinergiques 
ascendantes, on croit que le NTPP joue un rôle primordial dans les fonctions 
cognitives et comportementales impliquant principalement les processus attentionnels 
et exécutifs (voir Winn, 1998, 2006 pour des recensions complètes sur le sujet). La 
plupatt des études animales sur le sujet ont utilisé diverse toxines telles que l'acide 
iboténique ou quisqualique, qui sont connues pour affecter les neurones 
cholinergiques et non-cholinergiques. 
Le but de la troisième étude de la thèse est donc d'examiner le rôle des neurones 
cholinergiques du NTPP dans les processus exécutifs et attenti01mels. Pour ce faire, 
nous évaluerons les effets de lésions très sélectives des neurones cholinergiques du 
NTPP sur la tâche Five-Choice Seria! Reaction Time (5-CSRT). Cette dernière a été 
développée pour l 'évaluation de performances exécutives/attentionnelles chez le rat 
(Bari, Dalley, & Rabbins, 2008; Robbins, 2002), et a antérieurement été montrée 
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sensible aux lésions du NTPP (lnglis et al., 2001) ou du système cholinergique du 
prosencéphale basal (Harati, Barbelivien, Cosquer, Majchrzak, & Cassel, 2008; 
McGaughy, Dalley, Morrison, Everitt, & Robbins, 2002; Risbrough, Bontempi, & 
Menzaghi , 2002; voir également Section 3.3 pour une discussion détaillée sur le 
sujet). Dans notre étude, la relation. entre les performances à la tâche 5-CSRT et 
l'ampleur des lésions cholinergiques sera évaluée en utilisant des mesures in vivo et 
ex vivo de l' intégrité cholinergique, soit la TEP avec le [' 8F]FEOBV et le comptage 
cellulaire suivant l'immunocytochimie de la ChAT. L'examen des concordances 
entre ces mesures anatomiques et comportementales permettra également d'examiner 
davantage la fiabilité de la TEP avec le [' 8F]FEOBV comme mesure de l' intégrité 
cholinergique et ses concommittants comportementaux et/ou cognitifs. 
2. 7 Hypothèses de la troisième étude 
Suivant la lésion sélective des neurones cholinergiques du NTPP, nous prédisons que 
les performances à la tâche 5-CSRT seront affectées. Étant donnée la nature sélective 
des lésions, nous prédisons des déficits limités, différents de ceux observés par 
d'autres auteurs (Inglis et al. , 2001), ayant utilisé une méthode de lésion du NTPP 
non-sélective. Plus précisément, et tout conm1e dans les maladies dégénératives 
touchant les systèmes cholinergiques du NTPP, nous prédisons des déficits 
attentionnels restreints, limités aux processus d' attention soutenue. Une fluctuation 
des performances devrait être notée suite aux lésions cholinergiques sélectives du 
NTPP. 
Nous prédisons également une conélation positive entre la sévérité de ces 
fluctuations attentionnelles et l'ampleur des lésions cholinergiques telle que mesurée 
par la TEP avec le [18F]FEOBV et par le comptage cellulaire suivant 
l'immunocytochimie de la ChAT. 
CHAPITRE III 
CHOIX DES MESURES ANATOMIQUES ET COMPORTEMENTALES 
Tel que mentionné précédemment, la présente recherche v1se à documenter les 
conséquences anatomiques et comportementales de la lésion sélective des neurones 
cholinergiques du NTPP. Les effets de ces lésions seront mesurés à partirs de 
marqueurs in vivo et ex vivo de l'intégrité cholinergique et d'une tâche 
compo1iementales sensible aux processus attentionnels. 
3.1 Mesure in vivo de l'intégrité cholinergique 
L'impo1iance des pertes cholinergiques dans de nombreuses maladies 
neurodégénératives (Auld, Komecook, Bastianetto, & Quirion, 2002; Bohnen & 
Albin, 20llb; Geula & Mesulam, 1989, 1995; Jellinger, 1988; Warren et al. , 2005) a 
mené au développement de plusieurs méthodes d'imagerie visant à évaluer l'intégrité 
des systèmes cholinergiques in vivo. Parmi ces méthodes, la tomographie par 
émission de positons (TEP) effectuée à l'aide d'un biomarqueur spécifique à l'activité 
cholinergique s'avère à ce jour l'une des avenues les plus prometteuses. 
3 .1.1 Imagerie cérébrale à l'aide de la TEP 
La TEP est une technique d' imagerie issue de la médecine nucléaire et qui pem1et de 
visualiser les émissions produites par des positons issus de la désintégration d'un 
agent radioactif préalablement injecté en très petite quantité dans la circulation 
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systémique (Wernick & Aarsvold, 2004). L' émission de positons qui entre en contact 
avec les électrons du milieu environnant génère deux rayons gamma voyageant en 
directions opposées. Ces rayons sont détectés par un scintillatem de J'appareil 
d' imagerie et il est alors possible d 'extrapoler la position et la quantité des molécules 
radioactives dans l' espace. Étant d01mé que ces molécules radioactives sont liées à un 
ligand qui se fixe spécifiquement à un réceptem donné, la TEP permet de localiser 
dans 1 'organisme la distribution d'un radiotraceur ayant une affinité spécifique pour 
un récepteur donné, ou ayant un rôle à jouer dans t.me réaction métabolique donnée. 
Par exemple, un des radio traceurs les plus utilisés est le C 8F]fluorodéoxyglucose 
(FDG) qui se substitue au glucose, et permet ainsi de circonscrire dans l'organisme, 
les sites qui consomment le plus d'énergie. Le FDG est donc fortement utilisé dans le 
dépistage de cellules cancéreuses, grandes consommatrices d'énergie, ou pom 
déterminer les zones cérébrales les plus impliquées dans diverses tâches cognitives, 
motrices ou sensorielles. À la différence du FDG, le radiotraceur utilisé dans la 
présente recherche n'est pas influencé par l' activité métabolique et se fixe à une 
protéine membranaire située principalement dans les terminaisons nerveuses des 
fibres cholinergiques. Cette protéine est le TVACh. L' analyse des images TEP 
permet alors de calculer le potentiel de liaison (PLNo) du radiotraceur dans une région 
d' intérêt d01mée ( c.-à-d. , la concentration du radiotracem lié à des réceptems 
TV A Ch), et peut donc être considérée conm1e une mesure indirecte de la densité 
d'innervation dans les sites de projection cholinergique. 
3 .1 .2 Les biomarqueurs cholinergiques 
Actuellement, on compte trois catégories de radiomarquems cholinergiques, c'est-à-
dire se fixant à trois sites différents de la synapse. Ces sites sont : 1) 1 'AChE, 2) les 
récepteurs cholinergiques (nicotiniques ou muscariniques), et 3) le TV ACh. Les 
radiomarquems de 1 AChE (Pappata et al. , 1996) et des récepteurs cholinergiques 
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(Hillmer et al. , 2012; Ravasi et al., 2012) sont généralement considérés comme étant 
des mesures cholinergiques indirectes et moins précises que les radiomarqueurs du 
TVACh (Mulholland et al. , 1998), puisque les sites de liaison des deux premières 
catégories se retrouvent autant en pré- qu'en post-synaptique, et que l'AChE est 
f01tement influencée par le métabolisme extracellulaire (Ryu & Chen, 2008; 
Shinotoh, Fukushi, Nagatsuka, & Irie, 2004). La troisième catégorie, les 
radiomarqueurs se fixant au TVACh, est majoritairement composée de dérivés de la 
molécule vésamicol, un inhibiteur sélectif qui se lie de manière non-compétitive au 
TVACh, ce qui en fait une mesure pré-synaptique directe des terminaisons 
cholinergiques (Efange, 2000). 
Parmi les nombreux radioligands développés pour l'imagerie du TV ACh, seuls 
quelques-uns se sont avérés utiles pour un usage clinique chez l'humain. En effet, la 
plupati d'entre eux ont montré w1e faible sélectivité pour le TV A Ch, une absorption 
trop lente, w1 métabolisme trop rapide ou une distribution trop lente dans le cerveau 
(voir Tableau 3.1; voir également Giboureau et al. , 2010 pour une recension et une 
discussion sur le sujet). Le C8F]FEOBV a récemment été développé par notre équipe 
(Mzengeza, Massarweh, Rosa-Neto, Soucy, & Bedard, 2007) et semble être à ce jour 
le radioligand le plus prometteur pour l'imagerie cérébrale des terminaisons 
cholinergiques (Giboureau et al., 201 0). Celui-ci traverse facilement la barrière 
hématoencéphalique, se lie avec haute affinité au TV ACh, et son profil cinétique est 
assez rapide pour permettre une acquisition d'images courte et précise (Mulholland et 
al., 1998). De plus, le métabolisme du 18F]FEOBV ne révèle aucun métabolite 
radioactif capable de pénétrer le SNC, en plus de présenter un rythme de 
transformation et d' élimination idéal pour l' imagerie TEP (Landry, 2008; Landry et 
al. , 2008a, 2008b). Par ailleurs, le C8F]FEOBV est stable dans le plasma et ne génère 
pas de quantité conséquente de radicaux C8F] (Kilbourn et al. , 2009; Soucy et al. , 
2010), contrairement à plusieurs autres dérivés du vésan1icol (Giboureau et al. , 2007). 
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Enfin, son utilisation chez le rongeur et le primate laissent crorre à une bonne 
innocuité, lorsqu' il est utilisé aux doses nécessaires pour la TEP (Kilbourn et al. , 
2009; Soucy et al. , 201 0). 
Des études récentes ont montré que la distribution du [18F]FEOBV dans le cerveau 
correspond à la distribution anatomique comme des terminaisons cholinergiques 
(Kilbourn et al. , 2009; Landry et al., 2008b; Rosa-Neto et al., 2007). Il semble 
également que la TEP utilisée avec le C8F]FEOBV permet de détecter des pertes 
cholinergiques dans les hippocampes cérébraux chez les rats âgés, ou dans le cortex 
de rats ayant subit une lésion irmnunocytochimique du NBM (Parent, Bedard, Aliaga, 
Soucy, et al., 2012). De plus, les résultats obtenus par une autre étude comparant la 
densité d'innervation cholinergique mesurée par le C8F]FEOBV avec celle obtenue à 
l'aide d'une quantification ex vivo ont poussé encore plus loin la démonstration que le 
C8F]FEOBV constitue une mesure fiable de l'ilmervation cholinergique (Parent et al. , 
20 13). En effet, cette étude a montré que les deux mesures permettaient de détecter 
les pertes cholinergiques au niveau des mêmes régions cérébrales. De plus, des 
analyses de régression linéaire ont révélé que dans les régions affectées, les valeurs 
de densité de C8F]FEOBV étaient fortement prédites par les valeurs de densité 
quantifiée ex vivo . Toutefois, il n'existe pas de donnée actuellement sur la capacité du 
C8F]FEOBV à détecter les pertes cholinergiques associées à la dégénérescence de 
neurones cholinergiques du tronc cérébral, comme ceux du NTPP. Un des objectifs 
de la présente recherche est de mieux documenter cet aspect. 
Radio traceurs 
(-)-eHJvesamicol 
C8F]FMV 
(+)-C25I]MIBT 
C8F]FAA 
(+)-C 8F]FBT 
(+)-C 8F]SpiroFBT 
( - ) - [ 18F]NEFA 
(-)-C23I]IBVM 
( -)-[ 11 C]OMV 
(-)-C8F]FEOBV 
Tableau 3.1 
Principaux radiotraceurs du TV ACh. 
Caractéristiques 
Faible sélectivité pour le TV ACh. 
11 C a une demi-vie radioactive très courte qui 
réduit son usage potentiel en TEP. 
Son profil cinétique le rend inapproprié pour 
une quantification précise du TV ACh. 
Radiotraceur SPECT; inapproprié pour la TEP. 
Métabolisme trop rapide. 
Faible sélectivité pour le TV A Ch; 
métabolisme trop rapide. 
Métabolisme trop rapide. 
Ne peut marquer les tenninaisons dans le 
cortex; métabolisme trop rapide. 
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3.2 Mesures ex vivo de l'intégrité cholinergique 
3.2.1 Marquage immw1ohistochimique 
L'histochimie permet de mettre en évidence, par des procédés ex vivo de coloration, 
certains constituants des tissus et de leurs cellules. Une technique d' histochimie, 
l'immtmohistochimie, utilise certains anticorps pour marquer spécifiquement un 
élément d' intérêt dans les cellules. On tire alors avantage du fait qu'un anticorps 
reconnaît de façon spécifique cetiaines molécules et se fixe à celles-ci. On peut donc 
introduire des anticorps préalablement marqués qui cibleront spécifiquement des 
molécules d' intérêt et qui permettront de les rendre visibles à l'œil ou au microscope. 
Des anticorps contre l'enzyme de synthèse de l'A Ch, la ChAT, permettent un 
marquage efficace, sélectif et fiable des neurones cholinergiques. En effet, la ChAT 
étant exprimée dans le corps cellulaire, les fibres et boutons terminaux des neurones 
cholinergiques et absente des neurones non-cholinergiques, elle constitue un 
marqueur plus fiable que d'autres marqueurs connus, comme les marqueurs de 
l'AChE (Levey, Armstrong, Atweh, Terry, & Wainer, 1983). Dans la présente 
recherche, le marquage immw1ohistochimique de la ChAT est utilisé pour marquer 
les corps cellulaires des nemones cholinergiques du NTPP. 
Des anticorps contre le TV ACh, que l'on retrouve en grande quantité dans les 
terminaisons cholinergiques, permettent, comme les anticorps contre la ChAT, un 
marquage efficace, fiable et sélectif des terminaisons pré-synaptiques cholinergiques 
(Ichikawa, Ajiki , Matsuura, & Misawa, 1997). Afin de maximiser la consistance entre 
le marquage in vivo et ex vivo des tem1inaisons cholinergiques (puisque le 
C8F]FEOBV constitue un marquem in vivo du TVACh), le marquage 
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immunohistochimique du TV ACh est utilisé pour quantifier ex vivo la densité 
d'innervation cholinergique dans les sites de projection du NTPP. 
Enfin, des anticorps contre une protéine nucléaire spécifique aux neurones (NeuN) 
permettent de marquer le noyau de tous les neurones, quel que soit le type de 
neurotransmetteur que ceux-ci expriment. Ainsi, ces anticorps peuvent être utilisés 
comme marqueurs non sélectifs et indicateurs de la présence (et de la densité) de 
neurones. Dans la présente recherche, le marquage immw1ohistochimique de la 
NeuN, en combinaison avec la coloration au cresyl violet, est utilisé pour évaluer la 
sélectivité des lésions cholinergiques du NTPP. La coloration au cresyl violet marque 
à la fois les corps de Nissl (des agrégats de réticulum endoplasmique granuleux 
localisés dans les corps cellulaires des neurones) et la gliose réactimmelle (qui se 
développe en réponse à des donunages dans le SNC). Cette coloration est ainsi 
utilisée pout détecter la gliose réactionnelle pouvant indiquer la présence de lésions 
non-sélectives, et pour mieux détecter la trace laissée par la microseringue au 
moment de la chirurgie et ainsi confirmer l'emplacement de l'infusion de la 
neurotoxine dans le NTPP. 
3.2.2 Évaluation des lésions 
À l'aide d'un microscope optique, le positionnement de la microseringue lors de 
l'infusion de la neurotoxine dans le NTPP est confirmé par la détection de la trace 
laissée par la microseringue dans le tissu cérébral (gliose réactionnelle). L'évaluation 
de l' ampleur des lésions est basée sur: 1) l'absence de neurones immunomarqués pour 
la ChAT et pour la NeuN dans le NTPP; 2) l'absence de terminaisons 
immunomarquées pour le TV ACh dans les sites de projections du NTPP. La 
sélectivité des lésions cholinergiques est évaluée à partir du rapport ChA T/NeuN 
~ - -----
1 
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dans un tenitoire donné. Un faible rapport indique alors une léson cholinergique 
sélective, alors qu'un rapport élevé suggère une lésion non-spécifique. 
La quantification des corps cellulaires des neurones cholinergiques dans le NTPP est 
réalisée selon un comptage stéréologique à l'aide d'un microscope optique. Cette 
méthode est reconnue comme étant la méthode la plus précise et fiable pour la 
quantification histologique (Mouton, 2013). En ce qui concerne les terminaisons 
irnmunomarquées pour le TV A Ch, elles sont beaucoup plus nombreuses que les corps 
cellulaires, ce qui les rend difficiles à compter de manière précise. Nous avons donc 
opté pour la méthode de densité optique, mesurée sur différentes structures 
anatomiques connues pom recevoir d'importants contingents d'innervation 
cholinergique issus du NTPP. La densité optique est estimée à partir d'images 
nun1érisées des coupes de cerveau immunomarquées pour le TV ACh. Les régions 
anatomiques d'intérêt sont définies au moyen d'un atlas stéréotaxique du cerveau du 
rat (Paxinos & Watson, 2009). Ces régions d'intérêt sont: 1) le globus pallidus et le 
NBM, 2) les noyaux antéroventral et ventrolatéral du thalamus, 3) le noyau réticulaire 
du thalamus, 4) le noyau ventropostériem du thalamus, et 5) les corps genouillés 
médian et ventral du thalamus. 
3.3 Mesures comportementales 
Tel qu ' il a été mentionné précédemment, les nemones cholinergiques du NTPP sont 
com1us comme faisant partie du système réticulaire activateur ascendant et jouent un 
rôle important dans l'activation corticale de par lems projections massives vers le 
thalamus. Afin d'évaluer de manière spécifique le rôle de ces neurones dans 
l' attention, il s'avère critique d'utiliser une tâche permettant de discriminer entre 
différents processus cognitifs, moteurs ou motivationels, pouvant affecter la 
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performance. La tâche 5-CSRT procure des mesures relativement indépendantes de 
ces différents processus. Dans cette tâche, les rats doivent détecter et répondre à une 
série de stimuli visuels brefs, présentés aléatoirement dans 1' une des cinq 
localisations spatiales possibles. Les demandes attentionnelles de la tâche peuvent 
être augmentées en diminuant la durée des stimuli et/ou le temps entre les 
présentations de ceux-ci. 
Cette tâche est reconnue pour sa grande sensibilité à diverses perturbations des 
processus attentionnels tel que la distraction, la persévération ou l' impulsivité chez 
l' animal (Bari et al. , 2008; Harati et al. , 2008 ; McGaughy et al. , 2002; Risbrough et 
al., 2002; Robbins, 2002). Ces dmmées ont toutefois été obtenues suite à des lésions 
des systèmes cholinergiques septo-hippocampique et/ou innominato-cortical (Chl à 
Ch4; Mesulam et al. , 1983). Une seule étude a montré que la lésion du NTPP pouvait 
entraîner des déficits sur cette tâche (Inglis et al. , 2001). Toutefois, les lésions 
effectuées dans cette étude étaient non sélectives et touchaient massivement les fibres 
glutamatergiques et GABAergiques. Dans la présente thèse, nous nous efforcerons 
donc de restreindre les lésions du NTPP aux fibres cholinergiques, en vérifierons 
l'impact sur la tâche 5-CSRT. 
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4.1 Résumé du premier article 
Des lésions hautement sélectives des neurones cholinergiques du NTPP peuvent être 
obtenues chez l'animal par l'infusion locale de la neurotoxine diphtérie-urotensine-II 
(Dtx-UII) développée par Clark et al. (2007). Cependant, à cause de l'inclinaison du 
NTPP et de la distribution éparse des nemones cholinergiques qu'il comprend, 
l'infusion de Dtx-UII dans le NTPP requière de multiples trépanations du crâne et 
descentes de seringue dans des régions comportant des vaisseaux sanguins et centres 
neuronaux critiques, ce qui par conséquent augmente le temps de chirurgies, les 
dommages au SNC, ainsi que d'autres complications associées à des taux de mortalité 
élevés. Des développements méthodologiques sont ici rapportés afin de réduire ces 
désavantages, et des comparaisons sont faites avec l'approche chirurgicale originale 
afin de vérifier la spécificité et l' amplem des lésions. 
Dans une première expérimentation, des rats Long-Evans ont été opérés selon trois 
méthodes différentes. Les Groupes 1 et 2 ont été infusés unilatéralement avec la Dtx-
UII dans deux localisations équidistantes (2 x 1 )li et 2 x 1.5 )li respectivement), en 
utilisant une méthode stéréotaxique angulaire décrite par Wishaw et al. (1977). Dans 
le Groupe 3, la même toxine a été infusée dans trois localisations du NTPP, en en 
positionnant le crâne de l'animal de façon alignée avec le plan horizontal de 
l'appareil (position à plat). Suivant le sacrifice des animaux, l'immunocytochimie de 
la ChAT et de la NeuN combinée avec la coloration au cresyl violet a permis 
d'évaluer la spécificité cholinergique et l' an1plem des lésions. Les résultats ont 
révélés des lésions cholinergiques du NTPP similaires entre les trois groupes. 
Cependant, le Groupe 3 a montré le plus haut niveau de lésions non spécifiques à 
l'extérieur du NTPP, qui sont attribuables aux trajets de la seringue. Ce groupe a 
également présenté le plus grand nombre de complications chinu·gicales et post-
chirurgicales. 
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Dans tme seconde expérimentation, l'approche angulaire a été généralisée à un 
échantillon plus large de sujets et a été complétées dans les deux hémisphères lors de 
la même séance chirurgicale. L'efficacité et la sécurité de cette dernière méthode a été 
confim1ée, et nous concluons que les neurones cholinergiques du NTPP peuvent être 
lésés de manière optimale en utilisant une approche chirurgicale angulaire spécifique. 
4.2 Abstract 
Highly selective lesions of the pedunculopontine tegmental nucleus (PPTg) 
cholinergie cells can be achieved in animal by local infusions of the diphtheria 
urotensin-II neurotoxin (Dtx-UII) developed by Clark et al. (2007). However, 
because of its inclination and the scattered distribution of the cholinergie neurons in 
the PPTg, brain infusion of the Dtx-UII requires multiple skull drilling and needle 
lowering in areas containing critical neural centers and blood vessels, therefore 
increasing surgery time, CNS damage, and other complications associated with high 
mortality rate. Methodological developments are reported here to reduce these 
disadvantages, and comparisons are done with the original surgical approach to verify 
the specificity and magnitude of the lesions. 
In a first experiment, Long-Evans rats were operated according to three different 
methods. Groups 1 and 2, were infused unilaterally with Dtx-UII at two equidistant 
locations (2 x 1 f.Û and 2 x 1.5 fll respectively), using the angular stereotaxie method 
described by Wishaw et al. (1977). In Group 3, the same toxin was infused in tl1ree 
locations of the PPTg, using a flat skull position. Following sacrifice, ChAT and 
NeuN immunohistochernistry allowed to assess the cholinergie specificity and 
magnitude of the lesions. Results revealed sirnilar PPTg cholinergie lesions between 
the three groups. However, Group 3 showed the greatest non-specifie lesions outside 
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the PPTg and attributable to the needle pathways. This group also presented the 
greatest nurnber of surgical and post-surgical complications. 
In a second experiment, the angular approach was generalized in a lm·ger sample of 
subjects and completed on the two hemispheres within the same surgical session. The 
efficacy and safety of the latter method was confirmed, and we conclude that the 
PPTg cholinergie neurons can be optimally lesioned by using a specifie angular 
surgical approach. 
4.3 Introduction 
Very selective lesions of the basal forebrain cholinergie cells can be obtained with 
intraparenchymal infusions of the immunotoxin 192-IgG saporin (Pizzo et al. , 1999). 
However, this toxin has no effect on the cholinergie neurons of the pedunculopontine 
tegmental nucleus (PPTg) (Rossner et al. , 1995). The PPTg includes not only the 
cholinergie Ch5 group (Mesulam et al. , 1983), but also glutan1atergic and 
GABAergic (Wang & Morales, 2009) neurons. Until now, most studies performing 
PPTg lesions have used excitotoxins such as ibotenate, quisqualate, kainate, or N-
methyl-D-aspartate, with a good efficacy but low selectivity in targeting solely 
cholinergie neurons. 
Recently, very selective lesions of the PPTg cholinergie neurons have been repotied 
with the Diphteria Urotensin-II (Dtx-UII) neurotoxin in both, rats (Clark et al. , 2007) 
and monkeys (Karachi et al. , 2010). This toxin binds at the urotensin-II receptor 
expressed by the cholinergie, but not GABAergic nor glutamatergic neurons in the 
PPTg at1d laterodorsal nuclei. Due to the elongated shape of the PPTg and scattered 
distribution of its cholinergie neurons, targeting this region during a stereotaxie 
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surgery is undertaken by infusing the Dtx-UII toxin at three different locations, along 
the anterior-posterior axis of the structure. The procedure is performed by using a flat 
skull position into the stereotaxie frame, and requires two separate surgeries to 
complete the six to eight infusions in both hemispheres. Moreover, as the PPTg is 
located deep in the brainstem, and is vertically aligned with the transverse sinus, the 
flat skull position can lead to extensive blood loss and multiple areas of track 
damage. 
An alternative to the flat skull position is to elevate the upper incisor bar (UIB) to 
+Smm (De Groot, 1959), which changes the angle of the skull, and consequently 
maves the PPTg in front of the transverse sinus. This procedure avoids vascular 
damage. On the other hand, because of head length variability, keeping the height of 
the UIB constant at +Smm may result in a variable angle of elevation of the skull 
from the horizontal line. The needle placement accuracy would therefore be reduced 
as a function of weight-related variations in head length. In arder to prevent such a 
disadvantage, Whishaw et al. (1977) have suggested a method presenting both, 
advantages of elevating the UIB, and of controlling for the length of the rats' head. 
They suggested to vary the height of the UIB in arder to keep the angle between the 
skull and the horizontal line constant at 8° 29' above the horizontal line. When the rat 
is mounted into the headholder, the distance from the IAL to the UIB (with the UIB 
set a 0 mm vertical position) can be read directly from the millimeter scale. Knowing 
this distance, one may calculate the vertical elevation of the UIB necessary to 
maintain the skull at the appropriate angle of 8° 29' above the horizontal (see figure 
1 ), using the following tri gonometrie formula: Vertical Elevation = JAL to UIB 
distance X sine 8°29' (0.1475) . 
The PPTg vertical and anteroposterior stereotaxie coordinates are very close to the 
IAL (see Figure 4.1). However, given the oblong shape of the PPTg and its 
34 
inclination with the rostral po1iion lower than the caudal portion, a tilt of 8°29' is able 
to reorient the nucleus toward the horizontal line, therefore facilitating microsurgical 
procedures aiming at infusing a compound evenly along the anteroposterior axis of 
the PPTg. This may be particularly suited for neurotoxins such as the Dtx-UII that do 
not diffuse far from the locus of the needle insetiion. Moreover, as previously 
mentioned, such a tilt will allow avoiding major blood vessels of the transverse sinus, 
thus greatly reducing risks of extensive bleeding and related complications. 
We present here the results of tlu·ee different procedures anmng at selectively 
lesioning the PPTg cholinergie cells using the Dtx-UII neurotoxin. An angular 
approach similar to the one suggested by Whishaw et al. (1977) was used with two 
different doses of Dtx-UII, and compared with the more traditional flat skull position 
used by Clark et al. (2007). While in the latter procedure three infusions of Dtx-UII 
were required per hemisphere, the angular procedures allowed reducing this number 
to two infusions. 
In a first experiment, feasibilities of the three surgical methods were explored in a 
limited mm1ber of anirnals, by contrasting the lesioned and non lesioned hemispheres 
in each of them. In a second experirnent, a larger sample of anirnals was used in 
arder to confirm the efficiency and generalization of the best surgical approach 
observed in experiment one. 
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A PPTg 
8 PPTg 
IAL 
Figures 4.1 Schematic representation of a midsagittal section through the rat skull, 
showing location and orientation of the PPTg, in respect with the whole brain. The 
angular 8°29 ' upward rotation between the upper incisor bar (UIB) and interauralline 
(IAL) as illustrated in A) produced a tilt of the PPTg toward the horizontal line, as 
compared with its diagonal orientation illustrated in B) and imposed by the classical 
flat skull position. Such a tilt allows to move away from the vertical needle trajectory, 
and in a backward direction, neural structures such as the superior colliculus, and 
cri ti cal arteries located in this vicinity . 
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4.4 Method 
4.4.1 Fit·st Experit11ent 
4.4.1.1 Animais 
Ail experiments described here followed the Canadian Council on Anill1al Care 
guidelilles, and were approved by the universities (UQAM & McGill University) 
research ethic boards. In the fust experiment, six male Long-Evans rats (body weight: 
350- 400 g) were evenly distributed ill tlu·ee groups receiving three different surgical 
procedures. Two additional rats were initially included and were replaced as they 
died due to surgical complications in Group 3. Rats from Group 1 underwent the 
angular approach, with two tmilateral Dtx-UII infusions of 1 1-11 each, along the PPTg 
anteroposterior axis of the left hemisphere. The same was done also for rats in the 
Group 2, usillg a larger dose of 1.5 )ll for each of the two illfusions. In Group 3, the 
traditional flat skull surgical procedure was performed, usit1g three unilateral 1 1-11 
illfusions along the anteroposterior axis. For each rat, the neurotoxm was illfused only 
it1to the left hemisphere. 
4.4.1.2 Toxin preparation 
Synthesis of the Dtx-UII neurotoxin has been described elsewhere ill detail (Clark et 
al. , 2007). Dtx-UII is prepared from lyophilized aliquots. Dtx-UII is highly stable in 
this state for long-term storage and shipping purposes. Lyophilized Dtx-UII was 
reconstituted to a concentrated solution in sterile ddH20 and aliquoted before storillg 
at -70°C. At the titne of surgery, the toxin was diluted to 3% with sterile phosphate 
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buffer and kept on ice during the surgery. Care was taken in the preparation and 
dilution of the toxjn as slight differences in dilution may result in non-selective 
lesions or no lesion at all. 
4.4.1.3 Sm·gery 
Rats were anaesthetized using an induction chan1ber (isoflurane 3-5%, and oxygen 
0.8 to 1.5 L/min), and placed in a stereotaxie frame, where anaesthesia was 
maintained (isoflurane 2-3%, and oxygen 0.4 to 0.8 Llmin) via a facemask mounted 
on the UIB. The UIB was elevated such that the angle between it and the interaural 
line (IAL) was 8° 29'(see Figure 1). This was acllieved by multiplying the distance 
between the IAL and the UIB by the sine of8° 29'(0.1475), as described by Whishaw 
et al. (1977) . 
After shaving of the scalp, a nlidline incision was made, and hales were drilled 
unilaterally in the skull at the appropriate stereotaxjc coordinates. The dura was eut 
using the bent tip of a 25-gauge needle. In Experiment #1 , Groups 1 and 2, 
stereotaxie coordinates for the anterior and posterior portions of the PPTg were 
respectively at +0.6 and -0.8 mm from IAL, 2.0 and+ 1.9 mm from midline, and -7.0 
and -6.5 mm below the dura (Wilson et al., 2009). In Group 3, the three infusions 
were done at the following coordinates : + 1.3, +0.8 , +0.2 mm from IAL, + 1.9, + 1.9, 
+ 1.9 mm from midline, and -6.8, -6.0, -6.0 mm below the dura (Clark et al., 2007). 
The neurotoxin Dtx-UII was manually injected in each site, over a five-minute 
duration, through a 2 J.!l microsyringue (25 ga, 2.75 in, point style 2, standard needle 
dead volun1e of 0 J.!l ; Hamilton, Reno, NV). The needle was left in place for five 
minutes, before being slowly retracted during another five nlinutes. Tl1ree weeks of 
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recovery was allowed before any other procedme took place. This recovery dmation 
was previously fow1d to be optimal for a maximum lesion of the PPTg cholinergie 
cells with the Dtx-UII nemotoxin (Clark et al. , 2007). 
4.4.1.4 Animal sacrifice and tissue preparation 
Rats were anesthetized through intraperitoneal injection of a cocktail containing 
ketamine (65 mg/kg), xylazine (13 mg/kg), and acepromazine (1.5 mg/kg) in sterile 
nom1al saline and were then transcardially perfused with phosphate-buffered saline 
followed by approximately 300 mL of fixative (4% paraformaldehyde in 0.1 M 
phosphate buffer, pH 7.4). The brains were postfixed 24 h in this solution and stored 
in sucrose solution (30% in 0.1 M phosphate-buffered saline, pH 7.4; PBS) 72 h at 
4 oc bef ore being eut on a freezing nùcrotome. Coronal 50 11m-tlùck sections were 
serially eut from tl1e optic chiasma through to the posterior cerebellum. 
4.4.1.5 Immw1ohistochenùstry 
One out of every eight sections was processed for ChAT immunohistochemistry, 
using a mou se monoclonal antibody raised against who le, pmified, rat brain ChAT 
(ChAT-17; Mechawar, Cozzari, & Descarries, 2000). Tlùs antibody displays a very 
lùgh affinity (3 xlOll LIM) for ChAT and was used according to a standardized 
protocol (Mechawar, et al., 2000). At room temperatme, the free-floating sections 
were rinsed (3 x 5 min), incubated for 2 h in a blocking solution of PBS containing 
2% normal horse serwn (NHS; Vector, Brilingame, CA) and 0.2% Triton X-100 
(Fisher), and incubated ovenùght at room temperatme in the same solution containing 
2 11g/mL of monoclonal an ti -ChAT an ti body for the ChAT-immunostained sections. 
After rinses in PBS (3 x 5 min) , sections were incubated for 2 h in biotinylated horse 
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anti-mouse, secondary antibody (Vector), diluted 1/200 in PBS containing 2% NHS, 
followed by the avidin-biotin complex procedure (ABC Kit, Vectastain Elite, Vector) 
for 1 h. The inmmnoperoxidase labeling was revealed for 3.5 min with a 
diaminobenzidine kit (Vector) . Sections were rinsed in ddH20 for 5 min, transferred 
to PBS, mounted onto glass slides, air-dried, dehydrated in ethanol, cleared in xylene, 
and coverslipped with Permount (Fisher Scientific ). 
Adjacent sections were immunostained for the neuron-specific marker neuronal 
nuclei (NeuN), using a mouse monoclonal antibody (clone A60, Millipore, MA, 
USA). At room temperature, the free-floating sections were rinsed (3 x 5 min in 
PBS), and pre-treated for 1.5 h in a solution of PBS containing 0.2% Triton X-100, 
and 10 min in PBS containing 3% H202. Sections were then rinsed (3 x 5 min in 
PBS) and incubated in a blocking solution of PBS containing 2% NHS and 0.2% 
Triton X-100 for 30 min. Sections were then incubated ovemight (4°C) in the same 
solution containing 1 J..Lg/mL of monoclonal anti-NeuN antibody. After rinses in PBS 
(3 x 5 min), sections were incubated for 1 h in biotinylated horse anti-mouse, 
secondary antibody (Vector), and diluted 1/200 in PBS containing 2% NHS, followed 
by the avidin-biotin complex procedure for 30 min. The immunoperoxidase labeling 
was revealed for 2 min with a diaminobenzidine kit. Sections were rinsed in ddH20 
for 5 min, transferred to PBS, motmted onto glass slides, air-dried, counterstained 
with cresyl violet, dehydrated in ethanol, cleared in xylene, and coverslipped with 
Permount. 
4.4.1.6 Lesion extent and specificity 
Sections were exarnined using a light microscope and lesion extent was assessed by 
the absence of ChAT-positive neurons in the Ch.AT-immunostained sections, and by 
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the absence of neurons and presence of gliosis in NeuN/cresyl violet sections. Taken 
together, these two staining methods allowed estimating both the extent and 
specificity of ACh neuron depletion in the PPTg. 
Stereological estimate ofthe number ofChAT-immunostained neuronal cell bodies in 
PPTg was performed usmg the Stereo lnvestigator software (v. 8.0; 
MicroBrightField, Colchester, VT). An Olympus BX51 light microscope equipped 
with a motorized stage (X and Y axes), a Z-axis indicator (Leica Z axis control) and a 
digital camera (MBF CX9000), were used. For each subject, tl1ree equally spaced 
corona! sections across the entire volume of the PPTg were selected (anterior PPTg, 
central PPTg and posterior PPTg). Intervals between sections corresponded to 400 
).lm. Each section was tl1en assessed with the Optical Fractionator Workflow (Stereo 
Investigator) , and the systematic sampling of neurons in the PPTg areas (anterior, 
central and posterior) for each hemisphere allowed for an unbiased estimate of the 
ACh cell bodies population number in a volume. The total count of ACh cells was 
expressed as the number of ChAT positive neurons in the lesioned side, divided by 
the non-lesioned side, and expressed as a percentage (xlOO). This value was then 
subtracted from 100 to obtain ilie percentage of A Ch cellloss. 
4.4.2 Second Experiment 
The most successful surgical approach from the first experiment was assessed in a 
larger sample. Twenty male Long-Evans rats (body weight: 400- 500 g) were divided 
in two groups: Lesion (N = 13) and Sham (N = 7). Surgical procedures were the 
same as those described in the first experiment for Group 2, with tl1e exception that 
lesions were carried out bilaterally in this second experiment. Rats from the Lesion 
group received two infusions of 1.5 Ill of the neurotoxin Dtx-UII in each hemisphere, 
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while the Sham group received two infusions of 1.5 j..tl of a vehicle solution (sterile 
PBS) in each hemisphere. Both hemispheres were operated the same day. 
Post-mortem procedures in respect with immunohistochemistry, and lesion 
extent/specificity were the same as those in Experiment 1, except that one out of 
every four (instead of eight) brain section was processed for ChAT 
immunohistochemistry. Number of ACh cell bodies in the PPTg areas (anterior, 
central and posterior) were compared between lesioned and sham rats, using a 4 x 2 
multivariate analysis of variance (MANOV A), with the number of ACh neurons in 
the Anterior, Central, Posterior, and Total PPTg as dependant variables, and Group 
(Lesion versus Sham) as fixed factor. 
4.5 Results 
4. 5 .1 F irst Ex periment 
Table 4.1 shows the percentage of PPTg ChA T-immw1opositive cell loss on the 
lesioned hemisphere in comparison with the non-lesioned hemisphere for rats of the 
tbree different surgical approaches. Successful lesions were observed in all rats, with 
cell losses ranging from 67 to 95% for the whole PPTg. The lowest value was 
observed in one subject (rat F) of Group 3, and contributes to a reduction of the lesion 
extent in this group. The other rats, inespective of their surgical groups, showed a 
mean of90% of ACh cellloss. Needle track was confirmed in the PPTg in each rat. 
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Table 4.1 
Extent of the PPTg lesions. Values correspond to the percentage of ACh cellloss on 
the lesioned side in comparison with the non-lesioned side. All rats showed 
substantial cholinergie cell reduction with lesion values ranging from 67 to 95%. 
Mean variation of 10% is observed along the anteroposterior axis of the PPTg. 
Rat Who le Group Wh ole Anterior Central Poste rio t· Surgery Surgical 
PP Tg PP Tg PPTg PPTg PP Tg du ration complications 
min 
A 91% 89% 95% 92% 87% 90-100 None B 87% 
c 85% 2 90% 80% 93% 91 % 90-100 None D 95% 
E 89% Abundant 
F 67% 3 78% 75% 85% 75% 240-260 bleeding; 2 deaths 
Figure 4.2 shows micrographs of the PPTg ChAT immunostaining for one 
representative rat taken from each group. Massive cholinergie neuron reductions can 
be observed with the three surgical approaches. Both anterior and central portions 
(pars dissipata) of the PPTg appeared equally affected by the three surgical 
approaches. However, the posterior portion (pars compacta) seems to be more 
completely lesioned in Group 2 than in the other groups. In ali rats of ail groups, 
NeuN-immunohistochemistry revealed no unspecific cell death in the whole PPTg 
area, in that there was no evidence of neuronal loss or gliosis (NeuN/cresyl violet) 
over and above that expected through loss of ChAT-immunostained positive neurons 
(see Figure 4.3). 
From a descriptive point of view, time to complete the surgery differed between the 
three groups, with durations of 90 to 100 minutes in GToups 1 and 2, and 240 to 260 
minutes in Group 3. Moreover, surgical complications did not occur in Groups 1 and 
2, while in Group 3 bleeding was systematic and abundant at each drilling of the most 
posterior holes. D.eath occuned in two rats of Group 3, during surgery mostly because 
of bleeding and extended surgery duration, so that a total of four rats were used in 
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order to keep two of them alive after smgeries. Such complications did not occur in 
Groups 1 and 2. Af1er surgery , animais from ali groups took about 15 to 30 min to 
awake and about 60 to 90 min to fully recover from anesthesia. 
Group 1: 2 1 ~1 infusions Group 2: 2 1 . 5~1 infusions Group 3: 3 1 ~1 infusions 
Control side Lesion side Control side Lesion side Control side Lesion side 
A A 
c c 
Angular Approach Angular Approach Flat Skull Approach 
Figme 4.2 Micrographs of ChAT immunostained sections of anterior (row A), 
central (row B) and posterior (row C) PPTg for Groups 1, 2, and 3 of Experiment 1. 
Lesioned hemispheres appear on the right columns. Control hemispheres appear on 
the left columns. Black arrows indicate the location of the PPTg. 
Control side Lesion side 
Figure 4.3 Micrographs of NeuN/cresyl violet immunostained sections of the 
posterior PPTg in Experiment 1, Group 2 (angular approach, 2x l.SJ.!l) . The PPTg 
area as a whole has no unspecific damage. Lesioned hemisphere appears on the right. 
Control hemisphere appears on the left. Black arrows indicate the location of the 
PPTg. 
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4.5.2 Second Experiment 
Needle track was confumed in the PPTg in each rat. Table 4.2 shows the mean 
estimated ACh population in both sham and lesioned rats. In the latter group, values 
ranged between 3340-and 10118 for the whole PPTg, (lesions between 42% and 72% 
of the cholinergie cells) . . The MANOVA revealed a significant difference between 
the two groups of rats F(4,15) = 16.344, p < .001. As shown in Table 2, differences 
were observed for every area of the PPTg. 
NeuN-immunohistochernistry, in combination with cresyl violet counterstaining, 
revealed no unspecific cell death in the whole PPTg area, in that there was no 
evidence of neuronal loss or gliosis over and above that expected through loss of 
ChAT -immunostained positive neurons. From a qualitative perspective, there was no 
significant complication during or after the surgeries of this second experiment. 
Table 4.2 
Estimated population of ACh cell bodies (means and standard errors) in PPTg areas 
(anterior, central, posterior and total) for each experimental group (Lesion versus 
Sham) in Experiment 2, and statistics of comparison between the two groups on these 
values. 
Group 
PPT g areas Lesion (N = 13) Sham (N = 7) F p 
M(SD) M(SD) 
Anterior PPTg 1611 (650) 2992 (650) 20.554 <.001 
Central PPTg 1918 (910) 4361 (670) 38.698 <.001 
Posterior PPTg 2971 (1078) 7138 (862) 77.301 <.001 
Total PPTg 6496 (2320) 14491 (1781) 62.581 <.001 
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4.6 Discussion 
In Experiment 1, lesion of cholinergie PPTg nemons was successfully achieved by 
using either the flat skull method with three Dtx-U11 infusions, described previously 
by Clark et al. (2007), or the angular approach with only two infusions of Dtx-UII. 
Although the cholinergie cell destruction appears to be more complete with infusion 
of 1.5 ).ll (Group 2) rather than 1.0 ).ll (Group 1), the difference was not substantial 
and may be attributable to individual differences. It should be stressed also that, in the 
two experiments, lesions were very selective to the cholinergie neurons, as revealed 
by immunochemistry. 
Results in Experiment 2 successfully replicated tho se of Experiment 1, and allowed 
to generalize results to a larger sample size. Significant differences in populations of 
ACh cell bodies were found between rats of Lesion and Sham groups in all PPTg 
areas. In addition, surgeries during Experiment 2, like those in Groups 1 and 2 of 
Experiment 1, produced very few complications both, dming and after the procedme. 
Therefore, if we look at the who le advantages and disadvantages of the three surgi cal 
methods described in this study, the angular approach appears as the best choices. In 
spite of similar lesion extents and specificity between the three methods, shorter 
surgical time, and fewer complications were observed with the angular approach than 
with the flat skull method. 
One may raise the question of the apparent lower percentage of cell death in the 
whole PPTg for Experiment 2 (42 to 72%) than for Experiment 1 (85 to 95%), even 
by using the same surgical approach and the largest volume of Dtx-UII. However, 
while percentage of cell death in the fust experiment has been obtained in the san1e 
rats by comparing lesioned and non-lesioned hemispheres, this has been indirectly 
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estimated in experiment 2, from a comparison between lesioned rats, and shams. 
Given that the number of cholinergie cells in PPTg shows large variations between 
rats (6000 cells discrepancy in shan1s), this may contribute to reduce our cell death 
estimate in Experiment 2. It should be stressed also that Experiment 2 has been 
completed during the complete year following Experiment 1, and preparation of Dtx-
UII was done with the san1e batch in the two experiments. It is therefore possible that 
Dtx-UII has progressively loosed some of its efficiency with time. 
Taken together, the two experiments presented here indicate that the angular 
approach allows targeting the PPTg very efficiently. Moreover, this approach allowed 
for completing the two side of the brain within the same surgical session. Surgeries 
using the flat skull position with Dtx-Ull (Clark et al., 2007) or other excitotoxins 
(Winn, 2006) usually require operating each hemisphere severa! days aprut to reduce 
the many possible surgical issues. This may represents a scientific pitfall if we 
consider the functional or anatomical compensation that may sometime occur at the 
cholinergie terminais within the days following the surgery (Jenkins et al., 2002). 
Therefore, our ru1gular procedure together with Dtx-UII usage presents both, 
methodological and scientific advantages for the purpose of targeting the specifie 
PPTg cholinergie cells. This will have consequences in studies aiming at better 
understanding the anatomical distribution and functional roles of this importru1t 
neurochemical system. 
4.7 Conclusion 
In conclusion, the data presented here illustrate the advantages of combining the 
angular surgery developed by Wishaw et al. (1977) with the use ofthe Dtx-UII toxin 
engineered by Clark et al. (2007). This approach allows for highly specifie lesions of 
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PPTg cholinergie neurons, while reducing both surgery duration and life-threatening 
complications usually encountered with the flat skull method. 
Since its very first description by Clark et al. (2007), new results with Dtx-UII in rat 
has never been published, in spite of the high efficacy and selectivity of this 
neurotoxin. This could have been related tmtil now to the safety issues described here 
and associated with the flat skull method. The angular surgical procedure suggested 
here would therefore be a solution of interest for investigators involved with the 
anatomical or behavioural study of specifie neurochemical systems. 
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5.1 Résumé du second article 
Le [' 8F]fluoroethoxybenzovesamicol ([' 8F]FEOBV) est un radiotraceur TEP ayant 
w1e haute sélectivité et spécificité pour le transporteur vésiculaire de l'acétylcholine 
(TV A Ch). Il a été montré co1m11e étant une mesure in vivo sensible aux changements 
de densités d'innervation cholinergique suivant la lésion du noyau basal de Meynert 
(NBM) chez le rat (Parent et al., 2013). La présente étude a utilisé le [18F]FEOBV 
avec l'imagerie TEP afin de détecter l'effet d'une lésion hautement sélective du noyau 
tegmentaire pédonculopontin (NTPP) chez le rat. 
Suivant la lésion bilatérale et sélective des neurones cholinergiques du NTPP, les rats 
ont été scannés en utilisant le C8F]FEOBV, ensuite sacrifiés, et enfin leur tissu 
cérébral a été collecté afm de procéder à l'ümnunomarquage et quantification de la 
ChAT et du TV ACh. 
Des comparaisons avec des rats contrôles ont révélé que des pertes cholinergiques 
peuvent être détectées dans le tronc cérébral, le thalamus latéral et le pallidwn, tant 
par la méthode d'imagerie in vivo avec le e8F]FEOBV que par les mesures ex vivo. 
Dans la région du tronc cérébral entourant le NTPP, des corrélations significatives 
ont été observées entre les mesures in vivo et ex vivo , alors que de telles corrélations 
n'ont pas été trouvées dans les sites de projection thalamique et pallidal du NTPP. 
Ces résultats supportent l'imagerie TEP avec le [' 8F]FEOBV en tant que méthode in 
vivo fiable pour la détection de pertes neuronales terminales résultant de la lésion du 
NTPP. D'utiles applications peuvent être trouvées pour l'étude de maladies 
neurodégénératives chez l'humain, telles que la maladie de Parkinson, l'atrophie 
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multisystématisée, la paralysie supranucléaire progressive, ou la démence à corps de 
Lewy. 
5.2 Abstract 
C8F]fluoroethoxybenzovesamicol ([ 18F]FEOBV) is a PET radiotracer with high 
selectivity and specificity to the vesicular acetylcholine transporter (V AChT). It has 
been shown to be a sensitive in vivo measurement of changes of cholinergie 
innervation densities following lesion of the nucleus basalis of Meynert (NBM) in rat 
(Parent et al. , 2013). The current study used C8F]FEOBV with PET imaging to detect 
the effect of a highly selective lesion of the pedunculopontine (PPTg) nucleus in rat. 
After bilateral and selective lesions of the PPTg cholinergie ·neurons, rats were 
scanned using C8F]FEOBV, then sacrificed, and their brain tissues collected for 
immunostaining and quantification ofthe YAChT and of the choline acetyltransferase 
(ChAT). 
Comparisons with control rats revealed that cholinergie !osses can be detected in the 
brainstem, lateral thalanms, and pallidum by using both in vivo imaging method with 
[' 8F]FEOBV, and ex vivo measurements. In the brainstem PPTg area, significant 
correlations were observed between in vivo and ex vivo measurements, while this 
was not the case in the thalarnic and pallidal projection sites. 
These findings support PET imaging with [18F]FEOBV as a reliable in vivo method 
for the detection of neuronal terminallosses resulting from lesion of the PPTg. Useful 
applications can be found in the study of neurodegenerative diseases in human, such 
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as Parkinson's disease, multiple system atrophy, progressive supranuclear palsy, or 
dementia with Lewy bodies. 
5.3 Introduction 
Severa! studies have shown that the central cholinergie systems play a primary role in 
multiple autonomie, behavioral and cognitive functions (Benarroch et al., 2002; 
Satter, Hasselmo, Bruno, & Givens, 2005). These systems are known to be affected 
in neurodegenerative disorders such as Alzheimer's disease (AD) (Auld et al., 2002; 
Mufson et al. , 2000) or dementia with Lewy Bodies (DLB) (Kosaka et al., 1984; 
Londos, Passant, Risberg, Gustafson, & Brun, 2002) and in akinetic rigid syndromes 
such as Parkinson' s disease (PD), multiple system atrophy (MSA), and progressive 
supranuclear palsy (PSP) (Benanoch et al., 2002; Gilman et al. , 201 0; Jellinger, 
1988). Such evidence has been obtained mostly from postmortem studies however, 
and there is a need to find a reliable in vivo method allowing to detect and measure 
cholinergie cell loss. 
A variety of radiolabeled compounds have been used with positron erruss10n 
tomography (PET) for the purpose of imaging the brain cholinergie systems in vivo. 
Some of those compounds bind to muscarinic or nicotinic receptors (Hillmer et al. , 
2012; Ravasi et al., 2012), while others target the ACh metabolizing enzyme (AChE) 
(Pappata et al., 1996). Other compounds, all of which are vesamicol derivatives, have 
been developed to target the vesicular ACh transporter (YAChT), located mainly in 
the synaptic terminais. Most of those vesarnicol derivatives were shown to be 
unsuitable for PET imaging because of inappropriate kinetic profiles, low absorption 
by the brain, fast metabolism, or lack of selectivity for the V AChT (Giboureau et al., 
2010). A few of them have been tested in vivo in rodents and non-human primates. So 
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far, the most prom1smg one remams C8F]fluoroethoxybenzovesamicol 
CC 8F]FEOBY). 
C8F]FEOBY readily crosses the blood brain barrier and binds with lùgh affinity and 
selectivity to YAChT (Mulholland et al., 1998). In rat, C8F]FEOBY peak levels can 
be observed within the first 5 nùn post-injection in all brain regions (Kilbourn et al. , 
2009), and relevant mapping of YAChT concentrations can be obtained within a 60 
min acquisition (Kilbourn et al., 2009; Landry et al. , 2008b). Furthermore, 
C8F]FEOBY metabolism generates no radioactive metabolites capable of crossing the 
blood brain banier (Landry et al. , 2008a). C8F]FEOBY is also stable in the brain and 
plasma, and does not generate significant amounts of free C8F]fluoride in primates 
(Kilbourn et al., 2009; Soucy et al. , 2010), contrary to what is obtained with other 
vesarnicol derivatives (Giboureau et al. , 2007). 
C8F]FEOBY binding distribution in the brain corresponds to the known anatonùcal 
distribution of cholinergie temùnals (Kilbourn et al. , 2009; Landry et al., 2008b; 
Parent, Bedard, Aliaga, Soucy, et al., 2012; Rosa-Neto et al., 2007). Recent findings 
in the rat have also shawn that PET with [18F]FEOBY can detect both age-related 
cholinergie depletion in the hippocampus, and cholinergie depletion in the cerebral 
cortex following lesions of the nucleus basalis of Meynert (NBM) (Parent, Bedard, 
Aliaga, Soucy, et al. , 2012). However, there is currently no data about the ability of 
C8F]FEOBY imaging to detect cerebral denervation following lesion of the brainstem 
cholinergie nuclei such as those of the pedunculopontine tegmental nucleus (PPTg) 
(Mesulam et al. , 1983). These brainstem nuclei are known to be affected in many 
akinetic rigid syndromes such as Parkinson' s disease, progressive supranuclear palsy 
(Benarroch et al., 2002; Gilman et al., 201 0; Jellinger, 1988) or dementia with Lewy 
bodies (Kosaka et al. , 1984 ), and the ir in vivo assessment can certainly help in a 
better understanding ofthese diseases. 
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The aim of the present study was to assess wh ether it is possible to reliably detect the 
cholinergie terminais density reduction that follows a selective lesion of the PPTg in 
rat, using [' 8F]FEOBV in vivo imaging with PET in the brain areas innervated by 
those nuclei . We hypothesised that [18F]FEOBV activity should decrease in regions 
receiving projections from the PPTg, including thalamic nuclei (Hallanger et al. , 
1987), the globus pallidus (La voie & Parent, 1994c ), the NBM, and the who le 
brainstem area (Scarnati & Florio, 1997). 
5.4 Methods 
5 .4.1 Ani mals 
All experiments followed the Canadian Council on Animal Care guidelines, and were 
approved by research ethic boards at both UQAM & McGill University. Twenty-five 
male Long-Evans rats (body weight: 250 - 500 g) were used for this study. Eighteen 
rats underwent stereotaxie surgery to induce either a selective lesion of the PPTg 
cholinergie neurons (Lesion group; N = 12) or no lesion (Sham group; N = 6). 
Another group of rats (Control group; N = 7) was used for comparison with the two 
experimental (Lesion & Sham) groups. 
5.4.2 Surgery 
Lesions of the PPTg were conducted through local microinfusions of the diphteria-
UII (DTx-UII) neurotoxin. This compound was chosen because of its efficiency and 
very high selectivity toward the cholinergie neurons of the PPTg (Clark et al. , 2007; 
Cyr et al. , 2011 ), without affecting other neurons of this nucleus. 
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Rats were anaesthetized using an induction chamber (isoflurane 5%, 1.5Limin 0 2), 
and placed in a stereotaxie frame, where anaesthesia was maintained (isoflurane 2-
3%, 1.5L/min 0 2) via a nose cone mounted on the inciser bar. The inciser bar was 
elevated so that the angle between it and the interaural line (IAL) was 8° 29', as 
described by Whishaw et al. (1977). Stereotaxie coordinates for the anterior and 
posterior portions of the PPTg were respectively at +0.6 and -0.8 nun from IAL, 2.0 
and +1.9 mm from midline, and -7.0 and -6.5 nm1 below the dura (Wilson et al. , 
2009). Rats received 1.5 J.ll injection of the DTx-UII neurotoxin or a vehicle solution 
(sterile phosphate-buffered saline; PBS) in each site, through a 2 J.ll Hamilton 
microsyringue (25 ga, 2.75 in, point style 2). The animals were allowed to recover 
over 4 weeks. Dtx-UII is a slow acting compound known to produce on site lesions 
over a three week period after surgery (Clark et al. , 2007). 
5.4.3 PET scanning and images processing 
[' 8F]FEOBV was synthesized on each scanning day using a procedure (Mzengeza et 
al. , 2007) adapted from that originally described by Mulholland, Jung, Wieland, 
Kilbourn, and Kuhl (1993). A levo enantiomerically pure precursor (ABX Advanced 
Biochem.ical Compounds GmbH) was used, labeled with [' 8F] using a Scintomics 
hotbox module, yielding (-)-[' 8F]FEOBV; which is the only enantiomer showing high 
affmity for V AChT (Mulholland et al., 1998). 
Rats from the Lesion and Control groups were scru.med using a CTI Concorde R4 
microPET for small animais (Siemens CTI). PET scans were conducted under light 
anesthesia (2% isoflurane, 1.5L/min 0 2) delivered by a nose cone. After completion 
of a 10 min transmission scan, animals received a bolus injection of 11.1 to 
17.1 MBq (SA= 16.9 TBq/nunol) of [' 8F]FEOBV via the tail vein, and were imaged 
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for 60 min. A transmission scan was obtained using a rotating 57Co point source. List 
mode data were framed into a dynamic sequence of 8 x 30, 6 x 60, 5 x 120, and 8 x 
300 sec fran1es . Images were reconstructed using a Maximum A Posteriori (MAP) 
algorithm and corrected for scatter, attenuation, dead time and decay. 
Imaging analysis was conducted using the Mine Tool Kit (Montreal Neurological 
Institute). Time-averaged tissue-radioactivity images were manually co-registered to 
a standard rat histological template (Rubins et al., 2003) using seven degrees of 
freedom (rigid body transformation plus one scaling constant). Non-displaceable 
binding potential (BPNo) maps were generated by applying a reference-tissue based 
graphical method for reversible ligands (Logan et al., 1996) at the voxel level. The 
cerebellar cortex served as a reference region due to its negligible amounts of 
cholinergie terminais (De Bartolo et al., 2009; Schafer, Weihe, Varoqui, Eiden, & 
Erickson, 1994). Voxel-wise [18F]FEOBV BPNo was estimated for every dynamic 
scan using a cutoff ti me (t*) of 10 minutes for linearization, which is the time when 
the striatum (high binding region) reaches pseudo-equilibrium with the cerebellwn 
(reference region) (Parent, Bedard, Aliaga, Soucy, et al. , 2012). The resulting images 
were convolved using a Gaussian kemel (FWHM = 1.2 mm), then normalized by 
their average whole-brain to their global BPNo value to accow1t for inter-individual 
differences and possible global effects ofDTx-UII. 
5.4.4 Tissue preparation and immunocytochemistry 
Inunediately after the PET scan sess10n, rats were deeply anesthetized usmg an 
intraperitoneal injection of ketan1ine (65 mg/kg), xylazine (13 mg/kg), and 
acepromazine (1 .5 mg/kg) in sterile normal saline and were then transcardially 
perfused with phosphate-buffered saline (PBS), followed by approximately 300 mL 
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of fixative ( 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffe1'). The brains were 
postfixed 24 h and then immersed in a sucrose solution (30% in 0.1 M PBS) for 72 to 
96 hat 4·c. 
Brains were eut on a freezing microtome into seriai 50 )..lm-thick corona! sections, 
from the prefrontal cortex tlu·ough to the caudal cerebellum. One out of every four 
sections was processed for free-floating choline acetyltransferase (ChAT) 
immunocytochemistry using a mouse monoclonal antibody raised against whole, 
purified, rat brain ChAT (Mechawar et al. , 2000), a biotinylated horse anti-mouse 
secondary antibody (cat. #BA-2000, Vector), and the avidin-biotin complex 
procedme (ABC Kit, Vectastain Elite, Vector) followed by inununoperoxidase 
labeling with a diaminobenzidine kit (Vector). Sections were then molmted onto glass 
slides, air-dried, dehydrated in ethanol, cleared in xylene, and coverslipped with 
Pennount (Fisher Scientific). Adjacent sections were processed for VAChT 
inununostaining, using a guinea pig polyclonal antibody (AB1588, Millipore) . 
Immunostaining procedure for V AChT was the same as the one described for ChAT, 
except that a biotinylated goat anti-guinea pig secondary antibody (cat. #BA-7000, 
V ector) was used. 
5.4.5 Lesion extent in PPTg and cholinergie denervation in projection sites 
ChAT immunocytochemistry was used to reliably mark the cholinergie cell bodies in 
the PPTg. The number of ChAT-immlmostained neuronal cell bodies in the PPTg 
was estimated stereologically, using the Stereo Investigator software (v. 8.0; 
MicroBrightField) linked to an Olympus BX51 light microscope equipped with a 
motorized stage (X and Y axes) , Z-axis indicator (Leica Z axis control), and a digital 
camera (MBF CX9000). For each animal, six equally spaced coronal sections across 
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the entire PPTg volume were selected. Intervals between sections were 200 11m. Each 
section was then assessed with the Optical Fractionator Workflow (Stereo 
Investigator). Systematic PPTg neuron sampling in each hemisphere allowed for an 
unbiased estimate of the A Ch cell body population number in a given volume. 
YAChT immunocytochemistry was used to reliably m31·k the cholinergie transporter 
sites terminais in the PPTg projecting sites. YAChT positive terminais being 
considerably smaller and difficult to count th811 the ChAT positive cell bodies, a 
coarser method of quantification was used. Cholinergie transporter sites (and 
indirectly cholinergie terminal densities) were qu311tified in regions of interest (ROI) 
by using optical density (OD; grayscale level), measured on digitized images of 
VAChT-immtmostained brain sections. This work was carried out using Image-J (v. 
1.45s; NIH Research Services Branch), 811 open source image processing program for 
microscopy data. OD values ranged on a continuons, linear scale ranging from 0 
(lowest density) to 3.60 (highest density). Five ROis were defined on each 
hemispheres, in each 811Ïmal, using a rat brain atlas (Paxinos & Watson, 2009). Those 
ROis correspond to the principal areas of the brain known to receive cholinergie 
fibers from the PPTg. More specifically, ROis were: 1) an area that includes both the 
globus pallidus and the NBM (GP/NBM), 2) an anterior thalamic area grouping both 
the anteroventral and the ventrolateral nuclei (AV NL), 3) another more peripheral 
thalamic area corresponding to the reticular nucleus (Rt), 4) an area restricted to the 
ventroposterior thalamic nucleus (VP), and frnally, 5) 811 area at the very posterior 
end of the thalamus, conesponding to both the medial & ventral geniculate nuclei 
(MG/VG). Although the PPTg was found in early studies to send cholinergie 
projections to the substantia nigra (Beninato & Spencer, 1987; Sugin1oto & Hattori, 
1984) and to the subthal8111ic nucleus (Woolf & Butcher, 1986), more recent evidence 
suggest that these projections are non-cholinergie (Di Loreto, Florio, & Scarnati, 
1992; Ki ta & Kita, 2011 ; Lavoie & Parent, 1994a; Wang & Morales, 2009), and 
60 
therefore were not included as ROis in the present study. The mean OD values for 
each ROI were normalized using OD values in the white matter, where no YAChT-
positive reaction products could be identified. 
5.4.6 Statistical analyses 
Lesion extent in the PPTg was determined by comparing ChAT-positive counts in the 
PPTg of the 12 lesioned rats and 6 sham-operated animais using a Student t-test. 
Cholinergie terminais denervation was estimated by comparing OD values in each 
ROI for the san1e 2 groups, using a 5 x 2 multivariate analysis of variance 
(MANOV A). To verify whether lesion extent and denervation differed between the 
left and tight hemispheres inlesioned rats, paired t-tests were used to compare ChAT-
positive counts in the left and right PPTg, and OD in the left and right hemispheres 
for each ROI. [' 8F]FEOBV binding lasses following PPTg lesions was quantified 
using t-tests analyses at the voxel-level, comparing BPNo in lesioned and control rats. 
To conect for multiple comparisons, significance threshold was set at t > 3.2 for 
clusters of at !east 30 mm3, based on the random field the01·y (Worsley et al., 1996) 
applied over the whole brain volume. Correspondence between in vivo and ex vivo 
quantification of cholinergie lesions were also assessed in the lesioned rats by using 
linear regressions between the [' 8F]FEOBV BPNo at the voxel-level, and 1) the 
ChAT-positive counts for the whole PPTg, and 2) the mean ODin each ROI. 
5.5 Results 
ChAT-immunoreactive counts in PPTg in lesioned rats and sham were significantly 
different (1(16) = 9.388, p < .001), with a mean value of cholinergie cell loss in 
lesioned rats ranging from 32 to 78% (see Figure 5.1). OD values analyses also 
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revealed significant differences between the lesioned rats and shams (F(5 ,12) = 
3.559, p < .05), for all the ROis (see Table 1). In lesioned rats, no difference could 
be detected between the two hemispheres fo r the ChAT- immunoreactive counts in 
the PPTg, nor for the mean OD values of any ROI. Therefore, for each ROI, values of 
the left and right hemispheres were pooled together in all the other analyses. 
Lesioned PPTg Non-lesioned PPTg 
• 
Figure 5.1 Example of ChAT immunocytochemistry in the PPTg fo llowing 
lesion of cholinergie cells (Left side), and without lesion on the cholinergie cells 
(Right side). Note: The mean percentage of cholinergie cellloss in the PPTg in 
lesioned rats (relative to shams) is 58% (p < .001). 
The t-test analyses at the voxel-level carried out on the [' 8F]FEOBV BPNo values (see 
Figure 5.2) revealed a 78% reduction in the lesioned rats, within a large cluster voxels 
located in the brainstem (195.76 mm3, peak t(17) = 7.81 , p < 0.001). A significant 
BPNo reduction in the lesioned rats was also observed in comparison with controls, in 
an area spanning the left pallidum and left lateral thalamus (60.03% reduction, 
34.44mm3, peak t(17) = 5.80, p < 0.001). Another cluster ofreduced BPNo values was 
observed in the same area of the right hemisphere (62.41% reduction, 75.43mm3, 
peak t(17) = 6.45, p < 0.001). Dividing this thalamic area into corona! sections (see 
Figure 2C-E) revealed that this [' 8F]FEOBV BPNo reduction was more specifically 
located to the AV/VL, Rt, VP, and MG/VG nuclei. These brain areas with BPNo 
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reductions were therefore concordant with the ROis in which OD were found to be 
reduced in the lesioned rats. 
Figure 5.2 t-Statistical maps at the voxel level representing reductions of 
[' 8F]FEOBV BPNo in the lesioned rats projected on transectional volumes. A: 
Horizontal section showing statistical differences in the pallidal/NBM region and in 
the lateral thalamus (DV = -6 mm from skull). B: Midsagittal section showing a large 
cluster of differences in the brainstem region. C) Corona! section showing a cluster of 
differences in the thalamic AV/VL region (AP = -2.4 mm from bregma). D) Corona! 
section showing a cluster of differences in the thalamic VP and Rt regions (AP = -3 .5 
mm from bregma). E) Coronal section showing a cluster of differences in the 
thalamic MGNG region, and a small portion of the large cluster covering the 
brainstem (AP = -3.5 mm from bregma). Note: The lowest t-value is 2.11 (p = .05 
before correction for multiple comparisons). 
As shown in Figure 5.3, regression analyses between the [' 8F]FEOBV BPNo at the 
voxel level and ChAT-immunoreactive counts in the whole PPTg revealed a 
significant correlation for a massive cluster located in the brainstem (31.65mm3, peak 
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r(lO) = 0.88, p < 0.001). However, regression analyses between any OD value and 
[' 8F]FEOBV BPNo at the voxellevel did not yield any significant correlations. 
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Figure 5.3 Regression plot between mean BPNP in a significant cluster in the 
brainstem and the number of ChAT immunoreactive neurons in PPTg in lesioned 
rats. 
5.6 Discussion 
The mm of the present study was to verify whether [' 8F]FEOBV is a suitable 
radiopharmaceutical compound that may help in detecting cholinergie terminais 
lasses resulting fro m a selective lesions of the PPTg. Clusters representing BPNo 
decline were observed in the GP/NBM area, the lateral area of the thalamus, and the 
whole brainstem region. These results are concordant with the significant cholinergie 
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!osses observed with ex vivo measurements in the PPTg, as weil as in GP/NBM, and 
the AVNL, Rt, VP, MG/VG. Such results agree with our current knowledge on the 
anatomy of projections from the PPTg cholinergie systems (Hallanger et al. , 1987; 
Lavoie & Parent, 1994c). 
PPTg cholinergie neurons are known to provide widespread innervations to the 
thalamus (Hallanger et al., 1987; Mesulam et al. , 1983; Sofroniew, Priestley, 
Consolazione, Eckenstein, & Cuello, 1985). The MG, AV, VL and VP thalamic 
nuclei receive substantial numbers of ACh tenninals originating from the PPTg 
(Hallanger et al. , 1987). These areas were ali found to differ significantly between our 
PPTg lesioned and control rats. Other thalan1ic areas such as the cenh·olateral, 
centromedial, and intralaminar nuclei are known to contain much smaller proportions 
of PPTg ACh terminais, and these were not found to differ between our two groups. 
However, the greatest difference between PPTg lesioned and control rats was 
observed in the lateral portion of the thalamus, corresponding to the location of the Rt 
nucleus, where most cholinergie projections originate from the NBM. Although this 
may appear surprising, it should be stressed that a considerable number of cholinergie 
projections to the Rt nucleus also originates from the PPTg, and that the NBM also 
receives projections from the PPTg (Semba et al. , 1988). As a consequence of such 
anatomical and functionallosses from the PPTg and the NBM respectively, a YAChT 
downregulation in the Rt nucleus is not unexpected, and is indeed detected by 
reduced [' 8F]FEOBV binding in the lesioned rats. Concordant with such an 
assumption is the significant reduction of [' 8F]FEOBV binding observed in the 
GP/NBM area, although such reduction may also be attributed solely to the internai 
segment of the GP which receives cholinergie inputs from the PPTg (Lavoie & 
Parent, 1994b ). It should be stressed that no reduction of [' 8F]FEOBV binding was 
found in the substantia nigra or the subthalamic nuclei of the lesioned rats. This 
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corroborates anatomical studies showing that PPTg fibers to these structures are 
essentially non-cholinergie (Di Loreto et al. , 1992; Lavoie & Parent, 1994a). 
Although [' 8F]FEOBV BPNo in the brainstem was found to correlate well with 
stereology, such correlation could not be found between [' 8F]FEOBV BPNo and OD 
in the projection sites. One possible explanation for this lack of correlation might be 
related to the choice ofusing OD. The latter is a measure known to suffer from a high 
leve! of background noise when compared to other more sensitive methods, such as 
stereology. It is thus possible that OD, although sensitive to general group differences 
between lesioned rats and shan1s, is not sensitive enough to detect small variations in 
levels of cholinergie denervation. Stereology of cholinergie terminais might have 
been more reliable, but as mentioned previously, YAChT immunoreactive terminais 
are considerably small and difficult to quantify. For regions of interests as large and 
numero us as in the present study, OD constituted a better compromise between 
feasibility and accuracy for the purpose of quantification. 
Previous studies have shown that [18F]FEOBV has desirable kinetic properties for in 
vivo imaging, selective retention in cholinergie-rich brain areas (Kilbourn et al. , 2009; 
Mulholland et al., 1998), and is capable of differentiating and quantifying cholinergie 
!osses associated with normal aging from those resulting from a pathological process 
both in rodent models (Parent, Bedard, Aliaga, Soucy, et al. , 2012) and in human 
tissues from subjects with AD (Parent, Bedard, Aliaga, Mechawar, et al. , 2012). More 
recently, PET with [' 8F]FEOBV was shown capable to detect cholinergie !osses in 
the hippocampus of aged rats, or in the cerebral cortex following lesions of the NMB 
(Parent, Bedard, Aliaga, Soucy, et al. , 20 12). Results of the present study have further 
demonstrated that PET with [' 8F]FEOBV can also be used to detect cholinergie losses 
in the thalamus, the GP or the NBM, following lesions of the PPTg. Moreover, 
quantification of cholinergie !osses using [' 8F]FEOBV with PET was compared here, 
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for the first time, with ex-v1vo immunocytochemistry, allowing to corroborate 
cholinergie lasses in the same brain regions. These fmdings thus have considerable 
clinical implications, as they could potentially be used to better assess the evolution 
of cholinergie denervations known to occur in neurodegenerative diseases such as 
PD, DLB, MSA or PSP (Benarroch et al. , 2002; Gilman et al. , 2010; Jellinger, 1988; 
Kosaka et al., 1984). 
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6.1 Résumé du troisième article 
Les neurones cholinergiques du NTPP semblent impliqués dans des fonctions 
cognitives telles que 1 ' attention soutenue, et plusieurs évidences suggèrent que la 
lésion de ces cellules puisse créer des fluctuations d'attention telles que celles 
observées dans la MP ou la DCL. Des études animales ont été conduites afin de 
supporter le rôle de ces cellules dans l'attention, avec des méthodes cytotoxiques non 
optimales, qui résultent en des lésions non-sélective. La sélectivité et l'ampleur de ces 
lésions sont habituellement évaluées par l' irm11W1ocytochimie de la ChAT, qui 
requière le sacrifice de l'animal et un écart temporel entre les données ex vivo et les 
données comportementales in vivo. De plus, les fluctuations de l'attention n'ont 
jamais été directement observées dans ces modèles à cause de la nature des tâches 
utilisées. 
Dans la présente étude, des rats ont été évalués à la tâche 5-CSRT, et une mesure 
spécifique des fluctuations de 1' attention a été créée. Les performances des animaux 
ont été évaluées avant et suivant la lésion hautement sélective des neurones 
cholinergiques du NTPP. La dénervation cérébrale des neurones cholinergiques a été 
évaluée in vivo et ex vivo, en utilisant l' imagerie TEP avec le [' 8F]FEOBV et le 
comptage cellulaire suivant l'irm11unocytochimie de la ChAT, respectivement. Les 
résultats ont montré que le nombre de réponses correctes et la variabilité dans la 
latence des réponses à la tâche 5-CSRT étaient les seules mesures comportementales 
affectées suivant la lésion du NTPP. La variabilité des latences de réponses montre 
tme corrélation significative avec le nombre de cellules cholinergiques dans le NTPP, 
tel que mesuré par les techniques in vivo et ex vivo. Ces résultats suggèrent que les 
cellules cholinergiques du NTPP jouent un rôle primordial dans l'attention soutenue. 
Cette étude a également permis de montrer que la méthode d' imagerie TEP avec le 
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[' 8F]FEOBV peut être utilisée de manière fiable pour évaluer la relation entre le 
comportement et l'innervation cholinergique in vivo chez l' animal. 
6.2 Abstract 
Cholinergie neurons of the pedunculopontine tegmental nucleus (PPTg) are thought 
to be involved in cognitive functions such as sustained attention, and lesions of these 
cells have been documented in patients showing fluctuations of attention such as in 
Parkinson's disease or dementia with Lewy Body. Animal studies have been 
conducted to support the role of these cells in attention, but the lesions induced in 
these animais were not specifie to the cholinergie PPTg system, and were assessed by 
post-mortem methods remotely performed from the in vivo behavioral assessments. 
Moreover, sustained attention have not been directly assessed in these studies, but 
rather deduced from indirect measurements. 
In the present study, rats were assessed on the 5-Choice Seriai Reaction Time Task 
(5-CSRTT), and a specifie measure of variability in response latency was created. 
Animais were observed both before and after selective lesion of the PPTg cholinergie 
neurons. Brain cholinergie denervation was assessed both in vivo and ex vivo, using 
PET imaging with [' 8F]fluoroethoxybenzovesamicol ([' 8F]FEOBV) and 
imn1w1ocytochemistry, respectively. Results showed that the number of correct 
responses and variability in response latency in the 5-CSRTT were the only 
behavioral measures affected following lesions. This latter measure was found to 
correlate significantly with the nwnber of PPTg cholinergie cells, as measured with 
both [' 8F]FEOBV and immunocytochemistry. This suggests the primar;' role of the 
PPTg cholinergie cells in sustained attention. It also allows to reliably use the PET 
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imaging with [' 8F]FEOBV for the purpose of assessing the relationship between 
behavior and cholinergie innervation in living animais. 
6.3 Introduction 
The pedunculopontine tegmental nucleus (PPTg) includes the cholinergie cell group 
Ch5 (Mesulam et al. , 1983), in addition to GABAergic and glutamatergic neurons 
(Clements & Grant, 1990; Ford, Holmes, Mainville, & Jones, 1995; Wang & 
Morales, 2009). The cholinergie neurons arising from Ch5 are known to be pmi of the 
ascending reticular activating system (Moruzzi & Magoun, 1949; Ster.iade, 2004), 
and to project to both the basal forebrain and thalamus, which in tum provide 
widespread cortical innervations (Hallanger & Wainer, 1988; Jones & Yang, 1985; 
Mesulam et al. , 1983; Oakman et al. , 1999). Through these ascending cholinergie 
projections, the PPTg is believed to play a primary role in cognitive and behavioral 
functions involving attentional and executive processes (see Winn, 1998, 2006 for 
comprehensive reviews). 
The role of PPTg cholinergie system in cognition and behavior might be explained, at 
]east in part, by its activa ting prope1iy, which may pro vide the re sources requ.ired by 
executive attentional processing. Such perspective cornes from animal studies 
showing that PPTg lesions may induce deficits in tasks requiring alertness and 
attention (Florio et al. , 1999; Inglis et al., 2001 ; Kozak et al. , 2005 ; Rostron et al. , 
2008). However, PPTg lesions in these studies were ach.ieved mostly by using 
unspecific excitotoxins such as ibotenic or quisqualic acids, which are known to 
affect both cholinergie and non-cholinergie neurons. Sorne studies have achieved 
very specifie Ch5 lesions by using the diphteria-UII (Dtx-UII) neurotoxin (Clm·k et 
al. , 2007; Cyr et al., 2014; MacLm-en et al. , 2014; Steidl et al. , 2014). However, no 
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direct behavioral measurement of attentional processmg was performed m these 
studies. 
To further understand the specifie role of Ch5 in behavior and cognition, the present 
study aimed to assess the effect of Dtx-UII induced lesions of these neurons on the 
five-choice seriai reaction time task (5-CSRTT). The latter was designed to assess 
executive/attentional performances (Bari et al., 2008; Rabbins, 2002), and was 
previously found to be sensitive to lesions of the PPTg (lnglis et al., 2001) or the 
basal forebrain (Harati et al., 2008; McGaughy et al., 2002; Risbrough et al. , 2002). 
Moreover, the relationship between the performance on the 5-CSRTT and the 
magnitude of cholinergie lesions will be assessed using both in vivo and ex vivo 
measurements of brain cholinergie deafferentation. 
6.4 Methods 
6.4 .1 Animais 
Eighteen male Long-Evans rats (Charles River Laboratories Inc.) were used. They 
were housed individually with water ad libitum, in a temperature and humidity 
controlled room, on a 12-h light/dark cycle. During periods of behavioral testing, they 
were placed under a food-restricted diet to progressively reduce and maintain their 
body weight to 85% of the normal growth curve. Ali procedures followed the 
Canadian Council on Animal Care guidelines, and were approved by research ethic 
boards ofboth UQAM & McGill Universities. 
Ali animais were first behaviorally. trained on the 5-CSRTT until they reached a 
standard performance criterion (see below). Two rats were not able to reach this 
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standard criterion and were excluded. The remainder were randomly assigned to two 
groups of stereotaxie surgeries of either PPTg lesion (N = 11), or shan1 (N = 5). After 
a recovery period, the rats were tested on the 5-CSRTT. Thereafter, brain cholinergie 
denervation was assessed both in vivo and ex vivo by using PET imaging with 
C8F]fluoroethoxybenzovesamicol CC 8F]FEOBV), and cell counts from choline 
acety !transferase (ChAT) immunocytochemistry, respecti v el y. 
6.4.2 The 5-CSRTT 
6.4.2.1 Apparatus 
Three 5-CSRTT apparatus (Habitest H10-35R-12, Coulbomn Instruments) were 
housed in wooden sound-attenuating compartments. Each 5-CSRTT apparatus 
consisted of an alw1ùnium-testing dodecagonal chamber (diameter of 43 cm, height 
of 23 cm). The rear wall comprised five contiguous 2.5cm diameter apertures of 14 
mm deep, and located 22 mm above the grid floor. Each aperture was equipped with 
an infrared photocell bean1 to detect nose pokes, and could be illun1inated for an 
adjustable duration by a lamp located at its bottom. The presentation of a light in one 
of the apertures constituted the stimulus to be detected and to which rats had to 
respond. Food pellets ( 45 mg, Bioserv) were delivered automatically into a magazine 
located at the opposite side of the chan1ber. Each apparatus was automatically 
controlled, and data were collected via a H02-08 Habitest Link system in conjw1ction 
with Graphie State 3.03 software (Coulbourn Instrwnents). 
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6.4.2.2 Training and testing 
Training to the 5-CSRTT was conducted according to the methods described by Bari 
et al. (2008). Animais had to respond to a briefvisual stimulus presented randomly in 
one of the five apertures. At the begim1ing of each session, the house and food 
magazine lights were turned on and a single food pellet was delivered into the 
magazine. Entrance in the food magazine initiated the first trial. After a fixed delayed 
interval (inter-trial interval, ITI), one of the five apertures was illuminated for a fixed 
stimulus duration (SD). A response made into the aperture while it was illuminated or 
during a fixed period after the stimulus offset (limited hold, LH) was considered as a 
Correct Response and triggered the delivery of a food pellet to the magazine. A 
response made in any other aperture (incorrect response ), a failure to res pond 
(omission), or a response before stimulus presentation (premature response) were 
punished with a 5-s period of darkness (time out, TO). Responses made during the 
TO period restarted again the TO for a further 5 s period. Responses in any hole after 
a correct response were recorded as perseverative responses, but were not puni shed to 
avoid any disruptive effect on training (Bari et al., 2008). Once the food pellet was 
delivered, or the TO was over, the next trial was initiated when the rat entered in the 
food magazine. Each session consisted of 100 trials or a maximum testing time of 3 5 
minutes. 
During the initial training session, the ITI, SD and LH were 2-s, 30-s and 60-s long, 
respectively. When rats were able to perform the task with these initial paran1eters, 
SD and LH were progressively reduced over the next consecutive testing sessions, to 
ultimately reach values of 0.7 s and 5 s, respectively. Animais were considered 
eligible for surgery (see below), as soon as they reached stable performances (i .e. less 
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than 10% variability between sessions) of Correct Responses and Omissions (see 
below), over five consecutive sessions oftesting. 
Two weeks after the surgery, food restriction and the 5-CSRTT testing sess10n 
resumed. The animais were then tested for ten consecutive days, using pre-surgery 
standard values of ITI, SD and LH. After these ten testing days with the standard 
values, an easier version of the 5-CSRTT was adrninistered, by using an elongated 
SD of 5 s. This was hypothesized to reduce attentional demands and alleviate the 
expected deficits in the lesioned rats. Thereafter, animais were re-tested again on the 
standard version of the task (SD = 0.7 s), to verify if performances change as a 
function of the attentional demand. 
6.4.2.3 Performance assessment 
The following variables were recorded at each testing session: 1) Correct Responses 
(in %); 2) Omissions (in %); 3) Premature Responses (in %); 4) Perseverative 
Responses (in%); 5) Correct Response Latency (time to make a correct response; in 
ms), 6) Variability in Response Latency (standard deviation of the within-subjects 
response latencies; in ms), and 7) Magazine Latency (time between the correct 
response and the entry into the food magazine; in ms). As mentioned in Bari et al. 
(2008) and Robbins (2002), Correct Responses, and Omissions indicate attentional 
performances, while Premature and Perseverative responses are usually seen as 
measmes of inhibition difficulties. Latencies are thought to reflect speed of 
information processing, decisional processes and general motivation levels. However, 
in the absence of increased Magazine Latency, changes in Response Latency more 
likely reflects decisional processes rather than motivational factors. As for the 
V ariability in Response Latency, this can be considered as a measme of fluctuation of 
---------------- ------
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attention. The larger the variability, the poorer the sustained attention. In human, 
reduction of attentional resources are usually associated with variable or erratic 
performances, rather than slower responses or omissions (Rosenberg, Noonan, 
DeGutis, & Esterman, 2013). Moreover, attentional deficits in neurodegenerative 
diseases associated with lesions of the PPTg (e.g. , LBD, PD) can be characterized by 
fluctuations of sustained attention (Lee et al. , 2013 ; Lee, Taylor, & Thomas, 2012; 
Varanese et al. , 2010). 
6.4.3 Surgery 
Stereotaxie surgeries were carried out on rats previously trained with the 5-CSRTT. 
Rats were anaesthetized using an induction chan1ber (isoflurane 5%, 1.5Limin 02), 
and placed in a stereotaxie frame, where anesthesia was maintained (isoflurane 2-3%, 
1.5Limin 02) via a nose cone mounted on the incisor bar. The incisor bar was 
elevated so that the angle between the bar and the inter-auralline (IAL) was go 29', as 
described by Whishaw, et al. (1977). Selective lesions of the PPTg were ensured 
through microinfusions of the Dtx-UII neurotoxin at two anteroposterior sites, on 
each hemisphere. Stereotaxie coordinates were at +0.6 and -0.8 mm from IAL, 2.0 
and 1.9 mm from midline, and -7.0 and -6.5 mm below the dura (Wilson, et al. , 
2009). Rats from the Lesion group received 1.5 I-ll injection of the Dtx-UII neurotoxin 
in each site through a 2 j.ll Hamilton microsyringue (25 ga, 2.75 in, point style 2). An 
identical procedure was done for the Sham, but 1.5 j.ll of a vehicle solution (sterile 
phosphate-buffered saline; PBS) was injected instead of the Dtx-UII. Surgical 
complications occurred in three rats (two in the sham group; one in the lesion group) 
because of respiratory distresses related to an anesthesia deviee malfunctioning. 
These three rats were excluded from the experiment. After surgery, ali animals were 
allowed to recover over a two week period before any other procedure took place. 
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6.4.4 PET scanning and image processing 
The [' 8F]FEOBV was synthesized on each scanning day using a procedme described 
elsewhere (Mzengeza et al. , 2007), and adapted from the one originally described by 
Mulholland, et al. (1993). Rats from the Lesion group were scanned using a CTI 
Concorde R4 microPET for small animais (Siemens CTI). PET scans were conducted 
under light anesthesia (2% isoflmane, 1.5L/min 02) delivered by a nose cone. After 
completion of a 10 min transmission scan using a rotating 57 Co point source, animais 
received a bolus injection of 11.1 to 17.1 MBq (SA= 16.9 TBq/mmol) of 
[' 8F]FEOBV via the tail vein, and were imaged for 60 min. List mode data were 
framed into a dynamic sequence of 8 x 30, 6 x 60, 5 x 120, and 8 x 300 sec frames. 
Images were reconstructed using a Maximum A Posteriori (MAP) algorithm and 
corrected for scatter, attenuation, dead time and decay. 
Imaging analysis was conducted using the Mine Tool Kit (Montreal Neurological 
Institute) . Time-averaged tissue-radioactivity images were manually co-registered to 
a standard rat histological template (Rubins et al. , 2003) using seven degrees of 
freedom (rigid body transformation plus one scaling constant). Non-displaceable 
binding potential (BPND) maps were generated by applying a reference-tissue based 
graphical method for reversible ligands (Logan et al. , 1996) at the voxellevel. The 
cerebellar cortex (excluding deep nuclei and vemlis) served as a reference region, due 
to its low amounts of cholinergie temlinals (De Bartolo et al., 2009; Schafer et al. , 
1994). Voxel-wise [' 8F]FEOBV BPND was estimated for every dynamic scan using a 
cutoff time (t*) of 10 min for linearization, which is the time when the striatwn (high 
binding region) reaches pseudo-equilibrium with the cerebellar cortex (reference 
region) (Parent et al. , 2012). The resulting images were convolved using a Gaussian 
kemel (FWHM = 1.2 mm), then normalized by their average whole-brain to their 
global BPND value to account for inter-individual differences. 
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6.4.5 Histological preparation and analysis 
Inm1ediately after the PET scan, rats were deeply anesthetized usmg an 
intraperitoneal injection of ketarnine (65 mg/kg), xylazine (13 mg/kg), and 
acepromazine (1.5 mg/kg) in sterile normal saline, and were then transcardially 
perfused with phosphate-buffered saline (PBS), followed by approximately 300 mL 
of fixative ( 4% paraf01maldehyde in 0.1 M phosphate buffer). The brains were 
postfixed 24h and then inm1ersed in a sucrose solution (30% in 0.1 M PBS) for 72 to 
96 hat 4°C. Brains were eut on a freezing microtome into seriai 50 )..lln-thick corona! 
sections, from the prefrontal cortex through to the caudal cerebellum. One out of 
every four sections was processed free-floating for ChAT immunocytochemistry 
using a mouse monoclonal antibody raised against whole, purified, rat brain ChAT 
(Mechawar et al. , 2000). The sections were then incubated in a solution containing 
biotinylated horse anti-mouse secondary antibody (cat. #BA-2000, Vector), and then 
in a standard avidin-biotin-peroxidase complex (ABC Kit, Vectastain Elite, Vector). 
Sections were then mounted on glass slides, air-dried, dehydrated in ethanol, cleared 
in xylene, and coverslipped with Permount (Fisher Scientific). Adjacent sections (one 
out of every eight) were immunostained for the neuron-specific marker, neuronal 
nuclei (NeuN), using a mouse monoclonal antibody (clone A60, Millipore). 
Procedures for NeuN immunostaining and glass slide mounting, dehydrating and 
coverslipping were the same as those described for ChAT, except that the slides were 
cow1terstained with cresyl violet prior to dehydration. 
Sections were examined usmg a light microscope. Cholinergie cell counts were 
estimated from ChAT-inmmnostained sections. General neuronal loss and gliosis 
were assessed from NeuN/cresyl violet sections. Taken together, these two staining 
methods (ChAT & NeuN) allowed estimating the extent of A Ch neuron depletion as 
a function of the general neuron cow1t in the PPTg. Stereological estimate of the 
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number of ChAT-immunostained neuronal cell bodies in PPTg was performed using 
the Stereo Investigator software (v. 8.0; MicroBrightField) linked to an Olympus 
BX51 light microscope equipped with a motorized stage (X and Y axes) , Z-axis 
indicator (Leica Z axis control), and a digital camera (MBF CX9000). For each 
animal, six equally spaced corona] sections across the entire PPTg volume were 
selected. Intervals between sections were 200 !lm. Each section was then assessed 
w1th the Optical Fractionator Workflow (Stereo Investigator). Systematic neman 
sampling of anterior and posterior areas of PPTg in each hemisphere allowed for an 
unbiased estimate of the cholinergie cell body population number in a given volume. 
6.4.6 Statistical analyses 
The munber of cholinergie cell bodies was compared between sham and lesioned rats, 
based on the immunocytochemical samples. A 3 x 2 MANO V A was carried out for 
this pmpose, with the nun1ber of ACh neurons in the Anterior, Posterior, and Total 
PPTg as dependent variables, and Group (Lesion vs. Sham) as a fixed factor. 
In the 5-CSRTT, arcsine transformation was applied on the values of all variables 
expressed in percentage, that is "Correct Responses", "Omissions", "Prematme 
Responses", and "Perseverative Responses". As for the variables of latencies, ali data 
exceeding three or more standard deviations from the mean were considered as 
outliers and were removed from the data set. 
Analyses of the 5-CSRTT data were conducted by using an ANCOVA for each 
behavioral variable, with Post-operative performances (averaged across ten sessions) 
as dependent variables, Pre-operative perfom1ances (averaged across four sessions) as 
a covariates, and Group (Lesion vs. Sham) as fixed factor. For the variables found to 
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be abnormal in the standard version of the task, another set of ANCOV As was 
performed on data obtained in the easier version of the 5-CSRTT (SD = 5 s), as well 
as in the following session with the standard version ofthe task (SD = 0.7 s). 
ln the lesioned rats, the relationship between 5-CSRTT abnormal values (i.e., for the 
variables found to be significantly affected by the sur gery, as revealed by the 
ANCOV As) and cholinergie cellloss was assessed by using both in vivo and ex vivo 
measurements. While controlling for pre-operative baseline performances, partial 
correlational analyses were conducted between post-operative 5-CSRTT 
performances and either 1) the PET measures of [' 8F]FEOBV BPND at the voxel-
level; or 2) the immnocytochemical ChAT-positive counts (separately for the whole 
PPTg, the anterior PPTg and the posterior PPTg). 
6.5 Results 
The MANO V A revealed a significant difference in ChAT -immu11ostained counts 
between the lesioned rats and shams (F(3,12) = 19.681 , p < .001). As shown in Table 
6.1 , differences were observed for each area of the PPTg. NeuN-
immunohistochemistry revealed no w1specific cell death in the whole PPTg area, in 
that there was no evidence of neuronalloss or gliosis (NeuN/cresyl vio let) over and 
above that expected through loss of ChAT -immtmostained neurons. Figme 6.1 shows 
representative ChAT and NeuN/cresyl violet stained sections from a lesioned and a 
sham-operated rat. 
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Table 6.1 
Estimated population of cholinergie cell bodies (means and standard errors) in PPTg 
areas (anterior, posterior and total) for each experimental group (Lesion versus 
Sham), and statistics of comparison between the two groups on these values. 
Group 
PPT g areas Lesion (N = 13) Sham (N = 7) F p 
M(SD) M(SD) 
Anterior PPTg 2470 (864) 5153 (1144) 28.710 <.001 
Posterior PPTg 3604 (1717) 9337 (771) 58.083 <.001 
Total PPTg 6074 (2454) 14491 (1781) 66.740 <.001 
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Figure 6.1 Micrographs of NeuN/Cresyl violet stained sections (A and C) or 
ChA T-immw10stained sections (B and D) following sham (A and B) or PPTg 
cholinergie (C and D) lesions. PPTg is marked by an arrow. Lesions produced 
minimal gliosis and non-cholinergie nemonal loss. Cholinergie new-ons in the 
laterodorsal nucleus were spared by the neurotoxin infusion. 
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The analyses of post-operative performances on the 5-CSRTT while controlling for 
pre-operative performances (ANCOVAs) revealed a marginally significant difference 
on the Correct Responses [F(l ,lO) = 4.307, p = .065] , with a tendency for poorer 
performances in the lesioned rats [75.0% ± 6.9] than in shan1s [83.1 % ± 2.1]. A 
significant group difference was also found for the Variability of Response Latency 
[F(l ,lO) = 10.352, p < .05] , with poorer mean values in the lesioned rats [0.45 ± 0.11] 
than in shan1s [0.30 ± 0.07]. Pre- and post-operative performances of these two 
behavioral measures are presented in Figure 6.2. No significant differences were 
found between lesioned rats and shams for any of the other behavioral measures 
[F(l , lO), NS]. Analyses carried out in the easier version of the 5-CSRTT revealed 
that Correct Responses and Va.riability of Response Latencies no longer differed 
between the two groups [F(l ,lO), NS] when the stimulus duration (SD) was 
increased. However, when the standard task was readministered again after the easier 
version, abnormal values reappeared in the lesioned rats. Correct Responses in 
lesioned rats were significantly [F(1 ,1 0) = 5.172, p < .05] poorer again [77.0% ± 7.5] 
than in shams [87.2% ± 3.2], and Variability ofResponse Latency were greater again 
[F(l , lO) = 7.388,p < .05] in lesioned rats [0.36 ± 0.07] than in shams [0.24 ± 0.05]. 
Figure 6.2 
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Effects of PPTg lesions on the percent correct responses and 
response latency. Data points represent mean scores over the four 
to surgery (pre-operative) and the ten sessions after surgery (post-
Correlational analyses between cholinergie cell loss and each of these two variables 
(i.e. Correct Reponses and Variability of Response Latency) that were found to be 
affected by the lesions were done. No relationship was found between the Correct 
Responses in the 5-CSRTT and the number of ChAT-immunostained cell bodies, 
either in the anterior [r(6)=.135 , NS] , posterior [r(6)=.488, NS], or total PPTg 
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[r(6)=.385, NS] . Additionally, no significant correlation was fotmd between this 
behavioral measure and any of the PET values of C8F]FEOBV BPND. Variability of 
Response Latency in the 5-CSRTT was found to correlate significantly with both the 
ChA T-immunocytochemistry values, and the PET C8F]FEOBV BPND. The latter 
showed the best correlation coefficient (r(5)=.9, p<.OOl) in a cluster [31.65mrn3] of 
reduced activity , located in the upper pontine and lower tegmental area (see Figure 
6.3). Correlations with immunocytochemical data were significant with the whole 
PPTg [r(6) = -.788, p < .05] , and its posterior part [r(6) = -.872, p < .01], but not with 
the anterior part [r(6)=-.515, NS] . Figure 6.4 illustrates the correlation between the 
variability of response latency in the 5-CSRTT and cholinergie cells count in the 
posterior PPTg. The lower the number of cells, the poorer was the performance on 
this variable. 
[1 8F] FEOBV Correlations 
Figure 6.3 Negative correlation (t values) of post-operative variability in 
response latency ( controlled for pre-operative performance) with C 8F]FEOBV BPND 
in a cluster located in the brainstem in lesioned rats. 
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Figure 6.4 Scatter plot of the lesioned rats ' performances on the measure of 
variability in response latency and the cholinergie cell survival in the posterior PPTg. 
6.6 Discussion 
The aim of the present study was to verify the hypothesis that PPTg cholinergie 
neurons (Ch5) may play a primary role in attentional mechanisms. Following very 
selective lesions of these neurons in rats, correct responses were significantly reduced 
and showed variability in response latencies from trial-ta-trial in the 5-CSRTT. Such 
fluctuations over time can be seen as difficulties in sustaining attention, a deficit that 
was fow1d proportional to the PPTg cholinergie cell Joss and mostly associated with 
the posterior part of this nucleus. Moreover, in our easier version of the task, 
responses were no longer abnormal when the attention load was readjusted by a 
lengthening ofthe stimulus to detect. Then, deficits in the san1e two variables (conect 
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responses and variability in response latencies) reappeared when the standard version 
of the task was readministered. This cl earl y indicates that the absence of deficit in the 
easier version was not simply due to improvement over time. It seems therefore that 
the PPTg cholinergie system plays a primary role in sustained attention, a finding that 
confirms other results (Kozak et al. , 2005 ; Rostron et al. , 2008) obtained with non-
selective lesions of the PPTg and other tasks of attention. 
Sustained attention refers to the capacity to optimally detect changes in the 
environment over time, which is closely related to the alertness system (Parasuraman, 
Warm, & See, 1998). This system in turn is knovm to involve the thalan1ocortical 
neuronal connections (Datta, Patterson, & Spoley, 2001; Datta, Spoley, & Patterson, 
2001; Pare, Dossi, & Steriade, 1991; Steriade, Datta, Pare, Oakson, & Curro Dossi, 
1990; Steriade, Dossi, Pare, & Oakson, 1991 ), which correspond to the principal 
projection sites of the PPTg cholinergie system. Lesion of the PPTg cholinergie fibres 
in the present study might therefore have disrupted this alertness system and 
consequently reduced the tonie activating resources required during sustained 
attention. This view is supported by results showing that microiontophoresis 
applications of A Ch in the thalamus changes the pattern of activity from burst firing 
to tonie, a change associated with cortical activation and improved stimulus 
processing (McCormick, 1989; Swadlow & Gusev, 2001) . However, it is important to 
note that the PPTg is knovm to project to other brain regions that could also account 
for deficits in sustained attention. For example, evidence show that PPTg cholinergie 
neurons project to the superior colliculi (Hall et al. , 1989), to the midbrain 
dopanùnergic system (Mena-Segovia, Winn, & Bolam, 2008), as weil as to the 
striatum (Dautan et al. , 20 14), and these in turn are believed to be involved in 
attention processing. Based on these evidence, the role of other PPTg projections in 
sustained attention cannot be ruled out as a possible explanation of the current results. 
Nevertheless, a previous study from our group (Cyr et al. , 2014) showed that lesions 
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such as those performed in the current study produced significant loss of the 
cholinergie terminais mostly in the thalamus, and to a lesser degree in the pallidum 
and the nucleus basalis of Meynert (NBM). This tends to reinforce the view that 
PPTg-thalamic fibers , more than any other cholinergie system, may play a primary 
role in the results observed here. 
The precise nature of a putative sustained attention network in wluch PPTg nught 
operate is uncertain . In this respect, it should be stressed that the cholinergie neurons 
of the basal forebrain (Ch4) have also been found to be involved in sustained 
attention (Bentley, Husain, & Dolan, 2004; Sarter, Givens; & Bruno, 2001). As 
pointed out by Kozak et al. (2005) it is possible that both PPTg and the basal 
forebrain are two components of a distributed network, both serving to control 
conm1on output processes such as the regulation of thalamocortical tonie activity, or 
the adjustment of cortical signal-to-noise ratio. Alternatively, the network could be 
represented as having a rather more sequential organization, where the PPTg would 
be activated before the basal forebrain. Indeed, PPTg neurons do have exceptionally 
fast response to sensory input (Dormont et al., 1998) and it is possible that they are 
involved in bringing the basal forebrain cholinergie neurons online. PPTg projections 
to the basal forebrain thus appear as a probable route in the attentional processes. 
However, sorne studies showed differentiai effects of PPTg versus NBM lesions on 
an attentional task (Rostron et al. , 2008), suggesting that the effect of PPTg lesions on 
attention are not simply due to PPTg projections to the NBM. 
Fluctuations of sustained attention, like those revealed in the cmTent study by the 
increased variability of response . latency, have also been described ·in hmnans with 
severe lesion of the PPTg cholinergie system, such as Parkinson' s Disease (PD) or 
Dementia with Lewy Body (DLB) (Ferman et al., 2004; Imamura et al. , 1999; Walker 
et al., 2000). These attentional deficits were found to be alleviated following 
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symptomatic treatment with cholinesterase inhibitors such as rivastigmine or 
donepezil (Yamall, Rochester, & Burn, 2011). Such similarities in the attentional 
deficits observed in the present study and those reported in PD and DLB could be 
explained by the PPTg cholinergie denervation in these diseases, and are consistent 
with the view that these cholinergie systems may play a primary role in sustained 
attention. 
One may suggest that the reduced performances following PPTg lesion may be 
related to an m1specific reduction of arousal, motivation, or locomotor disturbances, 
and not fi:om a specifie deficit of sustained attention. However, such non-specifie 
effects in the 5-CSRTT are usually associated with deficits in the Magazine Latency, 
the Response Latency, or the number of omissions, which have not been observed in 
the CUlTent study. Therefore, although the hypothesis of a non-specifie motivational 
factor or locomotor disturbance catmot be totally ruled out, the increased variability 
in response latency in the 5-CSRTT appear as best explained by a specifie deficit of 
sustained attention. 
Interestingly, the behavioral deficits observed in the present study following PPTg 
lesions were more specifie than those obtained by Inglis et al. (2001). In the latter 
study, a global deterioration was observed in the 5-CSRTT, with a large increase in 
errors of omissions. In their study, anticipatory responses were also decreased, which 
is also consistent with a general failme to respond. In contrast, in the present study, 
impairments following PPTg lesions were restricted to a mild reduction in correct 
responses and an increased variability of response latency, suggesting that deficits, 
rather than including a failure to respond, were selectively restricted to sustained 
attention. Such a discrepancy may be explained, at !east in part, by our very selective 
cholinergie PPTg lesioning that was not possible in the study of Inglis et al. (200 1 ), 
because of their use of ibotenic ac id as neurotoxin. Ibotenic acid is known to destroy 
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not only the cholinergie, but also the GABAergic and glutamatergic neurons. 
Therefore, by using the recently developed Dtx-UII neurotoxin (Clark et al. , 2007), 
the present study was able to show for the first time that a selective lesioning of the 
PPTg cholinergie neurons in rat is associated with isolated variability in response 
latency, sin1ilar to the fluctuations of attention already described in human subjects 
with PD and DLB. 
In to the primaiy results mentioned above, the present study has also shown for the 
first time that in vivo measurement of cholinergie innervation can be used to reliably 
correlate with behavioral assessments. Recent studies have shown that PET imaging 
with C8F]FEOBV is a sensitive in vivo measurement of cholinergie denervation in the 
cerebral cortex following lesions of the basal forebrain (Parent, Bedard, Aliaga, 
Soucy, et al., 2012; Parent et al., 2013), and in thalamic nuclei following lesions of 
the PPTg (Cyr et al., 2014) in rats. Such methods for examining the cholinergie 
activity in vivo, combined with the use of a selective toxin like the Dtx-UII, offer 
exciting possibilities for the purpose of assessing the cholinergie systems in behavior, 
while avoiding animal sacrifice. 
In conclusion, the results of the present study suggest that the PPTg cholinergie 
system plays a primary role in sustained attention. This is consistent with human data 
on cognitive functions in neurodegenerative diseases such as PD and DLB. The 
quantification of the cholinergie denervation by a combination of ex vivo 
inlmw1ocytochemistry and in vivo PET imaging with C 8F]FEOBV was found equally 
sensitive to correlate with behavioral data, a finding that may open a new area in the 
anatomo-behavioral study of the cholinergie systems. 
96 
6.7 References 
Bari, A. , Dalley, J. W. , & Rabbins, T. W. (2008) . The application of the 5-choice 
seriai reaction time task for the assessment of visual attentional processes and 
impulse control in rats. Nat Protoc, 3(5) , 759-767. doi: 10.1038/nprot.2008.41 
Bentley, P., Husain, M., & Dolan, R. J. (2004). Effects of cholinergie enhancement 
on visual stimulation, spatial attention, and spatial working memory. New-on, 
41(6) , 969-982. 
Clark, S. D. , Alderson, H. L., Wüm, P. , Latimer, M. P., Nothacker, H. P. , & Civelli, 
O. (2007). Fusion of diphtheria toxin and motensin II produces a neurotoxin 
selective for cholinergie new-ons in the rat mesopontine tegmentum. J 
Neurochem, 102(1), 112-120. doi: 10.1111/j.1471-4159.2007.04529.x 
Clements, J. R. , & Grant, S. (1990). Glutamate-like immunoreactivity in new-ons of 
the laterodorsal tegmental and pedunculopontine nuclei in the rat. Neurosci 
Lett, 120(1), 70-73. 
Cyr, M. , Parent, M. J. , Mechawar, N. , Rosa-Neto, P., Soucy, J. P. , Aliaga, A. , ... 
Bedard, M. A. (2014). PET imaging with 
[(1)(8)F]fluoroethoxybenzovesamicol ([(1 )(8)F]FEOBV) following selective 
lesion of cholinergie pedunculopontine tegmental neurons in rat. Nuclear 
medicine and biology, 41(1) , 96-101. doi: 10.1016/j.nucmedbio.2013.10.004 
Datta, S., Patterson, E. H. , & Spoley, E. E. (2001). Excitation of the 
pedunculopontine tegmental NMDA receptors induces wakefulness and 
cortical activation in the rat. Journal of neuroscience research, 66(1 ), 109-
116. 
Datta, S. , Spoley, E. E. , & Patterson, E. H. (2001). Microinj ection of glutamate into 
the pedunculopontine tegmentmn induces REM sleep and wakefulness in the 
rat. American journal of physiology. Regula tory, integrative and comparative 
physiology, 280(3) , R752-759. 
97 
Dautan, D. , Huerta-Ocampo, I. , Witten, I. B. , Deisseroth, K. , Bolam, J. P., Gerdjikov, 
T. , & Mena-Segovia, J. (20 14). A major external source of cholinergie 
innervation of the striatwn and nucleus accwnbens originates in the 
brainstem. J Neurasci, 34(13), 4509-4518. doi: 1 0.1523/JNEUROSCI.5071 -
13.2014 
De Battolo, P. , Gelfo, F. , Mat1dolesi, L. , Foti, F., Cutuli, D. , & Petrosini, L. (2009). 
Effects of chronic donepezil treatment and cholinergie deafferentation on 
parietal pyramidal new-on morphology. J Alzheimers Dis, 17(1), 177-191. doi: 
1 0.3233/JAD-2009-1 035 
Dormont, J.F., Conde, H., & Fat·in, D. (1998). The role ofthe pedunculopontine 
tegmental nucleus in relation to conditioned motor performance in the cat. I. 
Context-dependent and reinforcement-related single unit activity. Exp Brain 
Res, 121(4), 401-410. 
Fem1an, T. J. , Smith, G. E., Boeve, B. F., Ivnik, R. J. , Petersen, R. C. , Knopman, D. , . 
. . Dickson, D. W. (2004). DLB fluctuations: specifie featmes that reliably 
differentiate DLB from AD and nom1al aging. Neuralagy, 62(2), 181-187. 
Florio, T. , Capozzo, A. , Puglielli, E ., Pupillo, R. , Pizzuti, G. , & Scamati, E. (1999). 
The function of the pedunculopontine nucleus in the preparation and 
execution of an externally-cued bar pressing task in the rat. Behav Brain Res, 
104(1-2), 95-104. 
Ford, B. , Holmes, C. J. , Mainville, L., & Jones, B. E. (1995). GABAergic neurons in 
the rat pontomesencephalic tegmentum: codistribution with cholinergie and 
other tegmental nemons projecting to the posterior lateral hypothalamus. J 
Camp Neural, 363(2) , 177-196. doi: 10.1 002/cne.903630203 
Hall, W.C., Fitzpatrick, D., K.latt, L. L. , & Raczkowski, D. (1989). Cholinergie 
innervation of the superior colliculus in the cat. J Can7p Neural, 287( 4), 495-
514. doi: 10.1002/cne.902870408 
Hallanger, A. E., & Wainer, B. H. (1988). Ascending proj ections from the 
pedunculopontine tegmental nucleus at1d the adjacent mesopontine 
tegmentum in the rat. J Camp Neural, 274(4), 483-515 . doi: 
10.1 002/cne.902740403 
Harati, H. , Barbelivien, A., Cosquer, B ., Majchrzak, M. , & Cassel, J. C. (2008). 
98 
Selective cholinergie lesions in the rat nucleus basalis magnocellularis with 
limited damage in the medial septum specifically alter attention performance 
in the five-choice seri al reaction time task. Neurascience, 1 53(1 ), 72-83. doi: 
10.10 16/j .neuroscience.2008.01.031 
Imamura, T. , Hirono, N ., Hashirnoto, M., Shirnomura, T. , Tanimukai, S. , Kazui, H., . 
. . Mori, E. (1999). Clinical diagnosis of dementia with Lewy bodies in a 
Japanese dementia registry. Dement Geriatr Cagn Disard, 10(3), 210-216. 
doi: 17121 
Inglis, W. L. , Olmstead, M. C. , & Rabbins, T. W. (2001). Selective deficits in 
attentional performance on the 5-choice seriai reaction time task following 
pedunculopontine tegmental nucleus lesions. Behav Brain Res, 1 23(2), 117-
131. 
Jones, B. E., & Yang, T. Z . (1985). The efferent projections from the reticular 
formation and the locus coeruleus studied by anterograde and retrograde 
axonal h·ansport in the rat. J Camp Neural, 242(1) , 56-92. doi: 
10.1 002/cne.902420 105 
Kozak, R. , Bowman, E . M., Latimer, M. P. , Rostron, C. L., & Winn, P. (2005). 
Excitotoxic lesions of the pedunculopontine tegmental nucleus in rats impair 
performance on a test of sustained attention . Exp Brain Res, 1 62(2), 257-264. 
doi: 10.1007/s00221-004-2143-3 
Lee; D. R. , McKeith, I. , Mosimann, U., Ghosh-Nodial, A. , Grayson, L. , Wilson, B., 
& Thomas, A. J. (2013). The Dementia Cognitive Fluctuation Scale, a New 
Psychometrie Test for Clinicians to Identify Cognitive Fluctuations in People 
with Dementia. Am J Geriatr Psychiatry. doi: 10.10 16/j.jagp.2013 .01.072 
Lee, D. R. , Taylor, J. P ., & Thomas, A. J. (2012) . Assessment of cognitive fluctuation 
in dementia: a systematic review of the literature. !nt J Geriatr Psychiatry, 
2 7(10), 989-998. doi: 10.1002/gps.2823 
99 
Logan, J., Fowler, J. S., Volkow, N. D. , Wang, G. J. , Ding, Y. S., & Alexoff, D. L. 
(1996). Distribution volume ratios without blood sampling from graphical 
anal y sis of PET data. Journal of cerebral blood flow and metabolism : official 
journal of the International Society of Cerebral Blood Flow and Metabolism, 
16(5), 834-840. doi: 10.1097/00004647-199609000-00008 
MacLaren, D. A. , Santini, J. A. , Russell, A. L., Markovic, T. , & Clark, S. D. (2014) . 
Deficits in motor performance after pedunculopontine lesions in rats-
impau·ment depends on demands oftask. Eur J Neurosci. doi: 
10.1111/ejn.12666 
McCormick, D. A. (1989). Cholinergie and noradrenergic modulation of 
thalamocortical processing. Trends Neurosci, 12(6), 215-221. 
McGaughy, J. , Dalley, J. W. , Morrison, C. H. , Everitt, B. J. , & Robbins, T. W. 
(2002). Selective behavioral and neurochemical effects of cholinergie lesions 
produced by intrabasalis infusions of 192 IgG-saporin on attentional 
performance in a five-choice seriai reaction time task. J Neurosci, 22(5), 
1905-1913. 
Mechawar, N ., Cozzari, C. , & Descarries, L. (2000). Cholinergie innervation in adult 
rat cerebral cortex: a quantitative immunocytochernical description. J Camp 
Neural, 428(2) , 305-318. 
Mena-Segovia, J. , Winn, P., & Bolam, J. P. (2008). Cholinergie modulation of 
rnidbrain dopaminergic systems. Brain Res Rev, 58(2) , 265-271. doi: 
10.10 16/j .braimesrev.2008.02.003 
Mesulam, M. M. , Mufson, E. J. , Wainer, B. H., & Levey, A. I. (1983). Central 
cholinergie pathways in the rat: an overview based on an alternative 
nomenclature (Ch1-Ch6). Neuroscience, 10(4), 1185-1201. 
Moruzzi, G. , & Magoun, H. W. (1949). Brain stem reticular formation and activation 
ofthe EEG. Electroencephalogr ClinNeurophysiol, 1(4), 455-473. 
Mulholland, G. K., Jung, Y.-W. , Wieland, D. M. , Kilbourn, M. R. , & Kuhl , D. E. 
(1993). Synthesis of [18F]fluoroethoxy-benzovesamicol, a radiotracer for 
cholinergie nemons. J Label Compd Radiopharm, 33, 583-591. doi: 
1 0.1002/jlcr.2580330704 
100 
Mzengeza, S. , Massarweh, G. , Rosa-Neto, P., Soucy, J. P. , & Bedard, M. A. (2007) . 
Radiosynthesis of [18F]FEOBV and in vivo PET irnaging of acetylcholine 
vesicular transporter in the rat. J Cereb. Blood Flow Metab, 27, 1 0-17U. 
Oakman, S. A, Paris, P. L. , Cozzari, C., & Hartman, B. K. (1999). Cha.racterization 
of the extent of pontomesencephalic cholinergie nemons' projections to the 
thalanms: comparison with projections to midbrain dopaminergic groups. 
Neuroscience, 94(2), 529-547. · 
Pare, D., Dossi, R. C., & Steriade, M. (1991). Three types ofinhibitory postsynaptic 
potentials generated by internemons in the anterior thalamic complex of cat. J 
Neurophysiol, 66(4) , 1190-1204. 
Parent, M . J. , Bedard, M. A, Aliaga, A., Soucy, J. P. , Landry St-PieiTe, E ., Cyr, M ., . 
. . Rosa-Neto, P. (2012). PET imaging of cholinergie deficits in rats using 
[18F]fluoroethoxybenzovesamicol ([18F]FEOBV). Neuro!mage, 62(1), 555-
561. doi: 10.1016/j.neuroimage.2012.04.032 
Parent, M. J. , Cyr, M., Aliaga, A, Kostikov, A , Schirrmacher, E., Soucy, J. P. , .. . 
Bedard, M . A. (2013). Concordance between in vivo and postmortem 
measurements of cholinergie denervation in rats using PET with 
[18F]FEOBV and choline acetyltransferase immunochemistry. EJNMMI Res, 
3(1), 70. doi: 10.1186/2 191-219X-3-70 
Risbrough, V. , Bontempi, B., & Menzaghi, F. (2002). Selective inununolesioning of 
the basal forebrain cholinergie neurons in rats: effect on attention using the 5-
choice seri al reaction time task. Psychopharmacology (Berl), 164( 1 ), 71 -81. 
doi: 10.1007 /s002 13-002-1170-7 
Robbins, T. W. (2002). The 5-choice seriai reaction time task: behaviomal 
pharmacology and functional nemochernistry. Psychopharmacology (Berl), 
163(3-4), 362-380. doi: 10.1007/s00213-002-1154-7 
Rosenberg, M., Noonan, S. , DeGutis, J. , & Estem1an, M. (2013) . Sustaining visual 
attention in the face of distraction: a novel gradual-onset continuous 
performance task. Atten Percept Psychophys, 75(3), 426-439. doi: 
1 0.3758/s13414-012-0413 -x 
101 
Rostron, C. L. , Farquhar, M. J. , Latimer, M. P. , & Winn, P. (2008). The 
pedunculopontine tegmental nucleus and the nucleus basalis magnocellularis: 
do both have a role in sustained attention? BMC Neurosci, 9, 16. doi: 
10.1186/1471-2202-9-16 
Sarter, M., Givens, B. , & Bruno, J. P. (2001). The cognitive neuroscience of 
sustained attention: where top-down meets bottom-up. Brain Res Brain Res 
Rev, 35(2), 146-160. 
Schafer, M. K., Weihe, E. , Varoqui, H., Eiden, L. E. , & Erickson, J. D. (1994). 
Distribution of the vesicular acetylcholine transporter (YAChT) in the central 
and peripheral nervous systems ofthe rat. J Mol Neurosci, 5(1), 1-26. doi : 
1 0.1007/BF02736691 
Steidl, S. , Wang, H. , & Wise, R. A. (2014). Lesions of cholinergie pedunculopontine 
tegmental nucleus neurons fail to affect cocaïne or heroin self-administration 
or conditioned place preference in rats. PloS one, 9(1), e84412. doi: 
1 0.1371/joumal.pone.0084412 
Steriade, M. (2004). Acetylcholine systems and rhythmic activities during the 
waking--sleep cycle. Progress in brain research, 145, 179-196. doi: 
10.10 16/S0079-6123(03)45013-9 
Steriade, M., Datta, S., Pare, D. , Oakson, G., & CwTo Dossi, R. C. (1990) . Neuronal 
activities in brain-stem cholinergie nuclei related to tonie activation processes 
in thalamocortical systems. J Neurosci, 10(8), 2541 -2559. 
Steriade, M., Dossi, R. C. , Pare, D., & Oakson, G. (1991). Fast oscillations (20-40 
Hz) in thalamocortical systems and their potentiation by mesopontine 
cholinergie nuclei in the cat. Proceedings of the National A cade my of 
Sciences of the United States of America, 88(10), 4396-4400. 
102 
Swadlow, H. A. , & Gusev, A. G. (2001). The impact of'bursting' thalamic impulses 
at a neocortical synapse. Nature neuroscience, 4(4), 402-408. doi: 
10.1038/86054 
Varanese, S., Perfetti, B., Monaco, D. , Thomas, A. , Bonanni, L. , Tiraboschi, P. , & 
Onofrj , M. (201 0) . Fluctuating cognition and different cognitive and 
behavioural profiles in Parkinson's disease with dementia: comparison of 
dementia with Lewy bodies and Alzheimer's disease. Journal ofneurology, 
257(6) , 1004-1011. doi: 10.1007/s00415-010-5453-3 
Walker, M. P ., Ayre, G. A. , Cummings, J. L., Wesnes, K., McKeith, I. G. , O'Brien, J. 
T. , & Ballard, C. G. (2000). Quantifying fluctuation in dementia with Lewy 
bodies, Alzheimer's disease, and vascular dementia. Neurology, 54(8), 1616-
1625. 
Wang, H. L., & Morales, M. (2009). Pedunculopontine and laterodorsal tegmental 
nuclei con tain distinct populations of cholinergie, glutamatergic and 
GABAergic neurons in the rat. Eur J Neurosci, 29(2), 340-358. doi: 
1 0.1111/j .1460-9568.2008.06576.x 
Whishaw, I. Q., Cioe, J. D., Previsich, N., & Kolb, B. (1977). The variability of the 
interauralline vs the stability ofbregma in rat stereotaxie surgery. Physiology 
& behavior, 19(6), 719-722. 
Wilson, D. I. , MacLaren, D. A. , & Winn, P. (2009). Bar pressing for food: 
differentia! consequences of lesions to the anterior versus posterior 
pedunculopontine. Eur J Neurosci, 30(3) , 504-513. doi: 10.1111 /j.1460-
9568.2009.06836.x 
Winn, P. (1998). Frontal syndrome as a consequence oflesions in the 
pedunculopontine tegmental nucleus: a sho1t theoretical review. Brain Res 
Bull, 47(6) , 551 -563. 
Winn, P. (2006). How best to consider the structure and function of the 
pedunculopontine tegmental nucleus: evidence from animal studies. J Neural 
Sei, 248(1-2), 234-250. doi: 10.1016/j.jns.2006.05.036 
Yarnall, A., Rochester, L., & Bum, D. J. (2011). The interplay of cholinergie 
function, attention, and falls in Parkinson's disease. Movement disorders : 
official journal of the Movement Disorder Society, 26(14), 2496-2503. doi: 
10.1 002/mds.23932 
103 
CHAPITRE VII 
DISCUSSION GÉNÉRALE ET CONCLUSION 
7.1 Discussion 
Les trois études de la thèse ont utilisé une méthode chirurgicale pem1ettant la lésion 
hautement sélective des neurones cholinergiques du NTPP, en plus de permettre la 
validation d'une nouvelle méthode d'évaluation in vivo de son intégrité anatomique et 
de vérifier le rôle fonctionnel de cette structure dans les processus attentionnels. 
7.1.1 Retour sur la première étude 
Dans la première étude, nous avons montré que la lésion sélective des neurones 
cholinergiques peut être obtenue de manière optimale grâce à l'utilisation combinée 
de la neurotoxine Dtx-UII et d'une approche chirurgicale où le crâne de l'animal est 
positionné de façon angulaire sur l' appareil stéréotaxique. Dans la première 
expérimentation, trois méthodes de lésion ont été comparées. Deux de ces méthodes 
consistaient en 1 'utilisation de 1 ' approche chirurgicale angulaire décrite par Wishaw 
et al. (1977) et deux infusions de Dtx-UII par hémisphère. Ces deux méthodes de 
lésion différaient de par le volume de toxine employé par infusion (1 J..Ll versus 1.5 
!J.l). La troisième méthode, décrite précédemment par Clark et al. (2007), consistait en 
l' utilisation de l' approche chirurgicale avec w1e position plate du crâne et trois 
infusions de Dtx-UII par hémisphère. L'ampleur et la sélectivité des lésions ont été 
évaluées par l' analyse post-mOJ' fem du tissus cérébral immunomarqué contre la 
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ChAT, ainsi que contre le NeuN combinée à la coloration au crésyl violet. Les trois 
méthodes ont mené à des lésions cholinergiques d' ampleur similaire. Cependant, 
l'approche chirurgicale utilisant une position plate du crâne était associée à davantage 
de lésions non spécifiques à l'extérieur du NTPP, un temps de chirurgie plus long, et 
un plus grand nombre de complications chirurgicales et post-chirmgicales. 
Il est à noter que, plutôt que de procéder au marquage anti-NeuN, l'évaluation de la 
sélectivité des lésions aurait pu également être accomplie au moyen du marquage 
immw1ocytochimique des nemones GABAergiques et glutamatergiques, en plus de 
celui neurones cholinergiques, marquant ainsi les trois type de neurones populant le 
NTPP. Cependant, le marquage immunocytochimique de ces deux types neurones du 
NTPP s'avère beaucoup moins fiable que le marquage des neurones cholinergiques 
(Wang & Morales, 2009). L' hybridation in-situ constitue un procédé alternatif plus 
fiable, mais beaucoup plus long et difficile à réaliser. Par conséquent, 
l' immunocytochimie anti-NeuN semblait être le meillem compromis entre la 
faisabilité et la précision pour notre objectif d'évaluer la sélectivité des lésions 
cholinergiques. 
Une seconde expérimentation a été complétée dans le cadre de la première étude, afin 
de confirmer sur un plus grand échantillon de sujets, les avantages de l'approche 
chirurgicale angulaire avec deux infusions de 1.5 J.!l de Dtx-UII par hémisphère. Les 
résultats de cette expérimentation ont répliqué avec succès ceux de la première 
expérimentation. Des différences significatives ont été trouvées entre le nombre de 
corps cellulaires cholinergiques des rats ayant subi la lésion du NTPP et celui des rats 
contrôles. Les lésions obtenues se sont également avérées être hautement spécifiques 
aux neurones cholinergiques du NTPP. Par ailleurs, comme dans la première 
expérimentation, les chirurgies conduites selon l'approche angulaire ont produit très 
peu de complications chirurgicales et post-chirurgicales. 
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En considérant l ' ensemble des avantages et désavantages des trois méthodes 
chirurgicales décrits dans cette étude, 1' approche angulaire semble être le meilleur 
choix pour la lésion sélective des neurones cholinergiques du NTPP. 
7 .1.2 Retour sur la seconde étude 
Dans la seconde étude de la thèse, nous avons réalisé des lésions hautement sélectives 
des neurones cholinergiques du NTPP chez le rat, selon la méthodologie optimale de 
l'étude précédente, et évalué les effets de telles lésions sur la densité d'innervation 
cholinergique dans les sites de projection du NTPP. Pom ce faire, nous avons utilisé 
la TEP avec le [' 8F]FEOBV comme mesure in vivo de l'activité cholinergique, ainsi 
que l'immunocytochimie et quantification de la ChAT et du TV A Ch comme mesure 
ex vivo. En comparaison avec des rats contrôles, des pertes cholinergiques ont été 
observées dans le tronc cérébral, le thalamus latéral, ainsi que dans le pallidum et 
NBM (rappelons que ces deux régions se chevauchent et qu'elles ont par conséquent 
été définies comme une seule région d' intérêt dans l' étude), et ce, tant par la 
quantification in vivo du PLNo du [' 8F]FEOBV que par la quantification ex vivo de la 
ChAT et du TV ACh. 
Cette étude a permis de montrer pour la première fois que le [' 8F]FEOBV utilisé avec 
la TEP constitue une mesme fiable pom quantifier les niveaux d'intégrité et la 
distribution cérébrale des terminaisons cholinergiques issues du NTPP. Ceci laisse 
entrevoir des applications pratiques chez l'humain pour l'étude de diverses maladies 
neurodégénératives, telles que la MP, la PSP, 1' AMS ou la DCL, qui se caractérisent 
notamment par une atteinte significative du NTPP. 
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7 .1.3 Retour sur la troisième étude 
Dans la troisième étude de la thèse, nous avons à nouveau réalisé des lésions 
hautement sélectives des nemones cholinergiques du NTPP à l'aide de la 
méthodologie optimale présentée dans la première étude, afm d'en évaluer les effets 
sur la 5-CSRT, une tâche connue pom sa sensibilité aux fonctions exécutives incluant 
notanunent les processus attenti01mels (Rabbins, 2002). Cotmne dans la seconde 
étude de la thèse, l'an1pleur de la lésion cholinergique a été évaluée à l'aide de 
mesmes in vivo (i.e. , TEP avec le C8F]FEOBV) et ex vivo (i.e. , immunocytochimie et 
quantification stéréologique de la ChAT). Les résultats à la tâche 5-CSRT ont montré 
que la lésion bilatérale du NTPP entraînait une réduction du nombre de réponses 
correctes et une augmentation de la variabilité des latences de réponses . De plus, ce 
dernier déficit était directement proportionnel à la perte cholinergique dans le NTPP, 
que celle-ci soit quantifiée in vivo ou ex vivo. 
Cette étude comportementale a permis de préciser chez le rat la natme du déficit 
attentionne! lié à une atteinte du NTPP. Une mort cellulaire limitée aux fibres 
cholinergiques entraînerait ainsi des troubles de l' attention caractérisés par des 
variations constantes, ou fluctuations, des perfom1ances: Il s' agit là d' une évidence 
directe pouvant appuyer l ' idée que les fluctuations attentionelles qui ont été décrites 
dans cetiaines maladies dégénératives peuv~nt être liées à 1' atteinte des cellules 
cholinergiques du NTPP. 
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7 .1.4 Implications des résultats 
Les résultats présentés dans cette thèse ont des implications théoriques et pratiques 
dans divers domaines scientifiques et cliniques. 
7 .1.4.1 Implications théoriques 
Les changements de densités d'innervation cholinergique observés par suite de la 
lésion cholinergique du NTPP sont consistants avec nos c01maissa.nces actuelles de 
l'anatomie des projections cholinergiques du NTPP (Halla.nger et al., 1987; Lavoie & 
Parent, 1994c ). En effet, les noyaux thalamiques a.ntéroventral, ventrolatéral, 
ventropostérieur et corps genouillés, pour lesquels des pe1tes cholinergiques 
significatives ont été observées, sont connus pour recevoir un nombre élevé de 
terminaisons cholinergiques origina.nt du NTPP (Hallanger et al. , 1987). D'autres 
régions thalamiques, telles que les noyaux dorsomédian et centromédia.n, reçoivent 
également des terminaisons cholinergiques du NTPP mais en bien plus faibles 
proportions. Ceci pounait expliquer pourquoi nous n'avons pas noté de perte 
cholinergique pour ces régions à prutir du C8F]FEOBV utilisé avec la TEP, 1ù avec la 
mesure de densité optique du TV ACh. En effet, ces deux mesures sont basées sur les 
niveaux de contraste entre tenitoires cérébraux adjacents, et il est possible qu'une 
déafférentation cholinergique ait eu lieu mais que les faibles contrastes liés à la faible 
innervation de ces régions ne soient pas détectables par nos mesures. En revanche, la 
perte significative d'ümervation cholinergique notée avec nos deux méthodes de 
mesure dans la portion latérale du thalamus correspond à la localisation du noyau 
réticulaire, lequel reçoit des afférences cholinergiques du NTPP, en plus de celles du 
NBM (Semba et al. , 1988). Les réductions cholinergiques observées dru1s la région du 
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NBM, qui est lui-même innervé par le NTPP, corroborent également l'ensemble de 
nos observations liées à la lésion du NTPP. 
Cette thèse a également p~nms d'explorer les aspects cognitifs et/ou 
comportementaux liés aux nemones cholinergiques du NTPP. Un nombre 
considérable de recherches ont montré que la destruction ou l'inactivation du NTPP 
sans sélectivité pour le type nemonal ( e.g., des lésions excitotoxiques ou 
l'inactivation pharmacologique transitoire) cause des déficits dans des tâches 
mesmant l'attention et le traitement d'information sensorielle (Diederich & Koch, 
2005 ; Florio et al., 1999; Inglis et al. , 2001; Koch et al. , 1993; Kozak et al., 2005; 
Rostron et al., 2008; Swerdlow & Geyer, 1993). Étant donné le manque de 
manipulation spécifique d'un seul type neuronal, ces études précédentes n'ont pu 
adresser une question clé: de quelles façons les neurones cholinergiques, 
glutamatergiques et GABAergiques du NTPP sont-ils impliqués dans les processus 
exécutifs et attentionnels? Une hypothèse plausible serait que les neurones 
cholinergiques, de par leurs projections ascendantes vers le NBM et le thalamus, 
seraient impliqués dans les processus d' alerte et d' attention soutenue, alors que les 
neurones non-cholinergiques, plus largement interconnectés avec les ganglions de la 
base, seraient davantage impliqués dans des processus exécutifs comme la sélection 
de réponse. Dans la troisième étude de la thèse, la lésion hautement sélective des 
nemones cholinergiques du NTPP, en combinaison avec l'utilisation de la tâche 5-
CSRT a permis de révéler plus clairement la nature des contributions du NTPP aux 
processus attentionnels. 
Le tenne attention est un construit psychologique notoirement difficile à définir. Dans 
la littérature, il a été divisé en plusieurs sous-types (incluant l'attention soutenue, 
sélective, divisée, bottom-up, top-down, volontaire, exécutive ainsi que de 
nombreuses divisions sensorielles telles que l' attention auditive, visuelle et spatiale), 
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qui correspondent dans seulement quelques cas à des évidences neuroscientifiques. 
Un consensus général est que l 'attention réfère à l' habileté pour la perception 
sélective, de so1ie qu 'un organisme avec des ressources limitées puisse focaliser sm 
des aspects patiiculiers (pertinents) de l 'environnement tout en ignorat1t d ' autres 
aspects (non pertinents). Une des classifications les plus généralement acceptées est 
la distinction entre top-down (maintenir délibérément son attention sur des stimuli 
donnés) et bottom-up (ou les stimuli interrompent le comportement en coms et 
dirigent l'attention sur eux-mêmes). L'attention soutenue (détecter et répondre de 
manière optimale aux changements dans l'environnement sm une période de temps) 
représente tme fonction attentionnelle de base qui détermine l'efficacité d ' aspects 
« su péri ems » de 1' attention ( e.g. 1' attention sélective et 1' attention divisée) et la 
capacité cognitive en général (Sarter et al., 2001). La convergence de fonctions 
médiées via des processus top-down et le traitment bottom-up des informations 
sensorielles sont cruciales dans les performances d 'attention soutenue. Par exemple, 
dans ce type de performance, le sujet connaît le type ou la modalité du signal attendu 
et comment répondre à celui-ci selon des règles de réponses acquises préalablement, 
et ces variables influencent la performm1ce selon un ensemble de mécatlismes, allant 
du traitement de signaux sensoriels (bottom-up) jusqu ' à à la filtration de distracteurs 
et la modification des critères de décision (top-down). De plus, 1 'attention soutenue 
est étroitement liée au système d'alerte ( c.-à-d. alertness; Parasuraman et al., 1998). 
Des atteintes au système d' attention soutenue se réflètent typiquement par w1e 
diminution de la détection des stimuli et dans 1' exactitude des réponses aux stimuli, 
alors que les mesmes de latences des réponses constituent généralement des mesmes 
critiques de perfom1ance plus spécifiquement liée à ce système (Sruter et al. , 2001). 
Ainsi, la dinlinution du nombre de réponses conectes et l'augmentation de la 
variabilité de la latence des réponses observée dans la troisième étude de la thèse 
concordent avec des atteintes aux systèmes d'attention soutenue et d 'alerte. 
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En termes de localization anatomique, 1' attention top-down est plus adéquatement 
décrite comme originant dans les régions du cortex préfrontal, alors que l' attention 
bottom-up débute avec les aires sensorielles associées avec la modalité du stimulus, 
suivie par un traitement subséquent par des routes variées à travers le tronc cérébral 
jusqu'au thalamus et les systèmes co1iicaux (Knudsen, 2011; Meck & Benson, 2002; 
Saalmam1, Pigarev, & Vidyasagar, 2007; Sarter et al. , 2001; Wykowska & Schubo, 
2010). En effet, bien qu'autrefois considéré comme une simple station de relais, le 
thalamus, avec ses sous-régions spécifiques à des modalités données et de 
nombreuses entrées corticales, sous-corticales et sensorielles, est désormais considéré 
comme un foyer important à la fois pour le traitement sensoriel bottom-up et top-
dawn et comme la porte d'entrée au cortex cérébral (Baluch & Itti , 2011; McAlonan, 
Brown, & Bowman, 2000). Plus spécifiquement, les d01mées suggèrent que les 
composantes d'ale1ie pourraient être médiées via l'activation du thalamus. Par 
exemple, des augmentations dans l' activité thalamique associée aux performances 
attentionelles ont été observées sous des conditions de faibles niveaux d'alerte, 
reflétant possiblement les mécanismes médiant 1' augmentation de l' effort attention el 
requis pour performer à la tâche sous des telles conditions (Portas et al., 1998; 
Posner, 1993). 
Les connections neuronales thalamocorticales commes pour être impliquées dans le 
système d'alerte (Datta, Patterson, et al. , 2001 ; Datta, Spoley, et al. , 2001; Pare et al. , 
1991 ; Steriade et al. , 1990; Steriade, Dossi , & Nunez, 1991 ; Steriade, Dossi, Pare, et 
al., 1991) conespondent aux principaux sites de projection cholinergique du NTPP. 
La lésion des fibres cholinergiques du NTPP dans la troisième étude de la thèse est 
ainsi susceptible d' avoir pe1turbé ce système d'ale1ie et par conséquent, d' avoir réduit 
les ressources d'activation tonique requises durant l 'attention soutenue. Cette vision 
est supportée par des résultats montrant que des applications d' ACh par 
microiontophorèse dans le thalamus modifient le patr·on d'activité des neurones, 
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passant de décharges phasiques à toniques, un changement associé avec l'activation 
corticale et un meilleur traitement des stimuli (McCormick, 1989; Swadlow & Gusev, 
2001). 
La nature précise d'un réseau d'attention soutenue dans lequel le NTPP pourrait 
opérer demeure tout de même incertaine. À cet égard, il est imp01tant de souligner 
que les neurones cholinergiques du NBM sont également impliqués dans l'attention 
soutenue (Bentley et al., 2004; Sarter et al., 2001). Tel que souligné par Kozak et al. 
(2005), il est possible que le NTPP et le NBM soient deux composantes d'un réseau 
distribué pouvant recevoir de multiples afférences sensorielles et servant à contrôler 
des processus sortants communs, tels que la régulation de l'activité tonique 
thalan1ocorticale ou l'ajustement du rapport signal-bruit. Alternativement, le réseau 
pourrait être représenté comme ayant plutôt une organisation séquentielle, dans 
laquelle le NTPP serait activé avant le prosencéphale basal. En effet, les neurones du 
NTPP possèdent réponse exceptionnellement rapide aux entrées sensorielles 
(Dormont et al. , 1998) et il est possible qu ' ils contribuent à activer les neurones 
cholinergiques du NBM. Les projections du NTPP au NBM apparaissent ainsi 
comme une route probable dans les processus attentionnels (Kozak et al. , 2005). En 
effet, les résultats de la deuxième étude de la thèse montrent une dénervation dans la 
région du NBM suivant la lésion du NTPP. Cependant, tme étude a montré des effets 
différentiels de la lésion du NTPP versus une du NBM sur les performances à une 
tâche attentionnelle (Rostron et al., 2008), suggérant que les effets du NTPP sur 
l'attention ne sont pas simplement dus à des atteintes aux projections du NTPP vers 
le NBM. 
Bien qu' il soit comm que le NTPP projette viltuellement sur tous les principaux 
noyaux du thalamus, les résultats de la deuxième étude de la thèse suggèrent que les 
neurones cholinergiques du NTPP ont w1 impact plus important sur les noyaux 
113 
thalamiques antéroventral, ventrolatéral, ventropostérieur, réticulaire et sur les corps 
genouillés. Considérant ensemble les résultats de la deuxième et de la troisième étude 
de la thèse, on peut émettre l' hypothèse que ces noyaux thalamiques sont susceptibles 
de faire partie du système d' alerte et d'attention soutenue dans lequel le NTPP 
opérerait. Bien que ces noyaux reçoivent la majorité de leur contingent cholinergique 
du NTPP, il est pertinent de souligner que les corps genouillés et le noyau 
venh·olatéral contietment un nombre modéré de terminaisons cholinergiques, alors 
que celles-ci sont plus éparses dans les autres noyaux ventr-aux (Hallanger et al. , 
1987). Il est donc possible que la lésion du NTPP ait un impact plus important sur ces 
premiers noyaux. L 'un de ces noyaux pour lesquels la petie cholinergique apparaît 
comme étant plus susceptible d' expliquer les déficits d' attention soutenue est le corps 
genouillé latéral. Bien qu' autrefois considéré comme un simple relais d'information 
visuelle, plusieurs études suggèrent que 1 'w1e des fonctions de ce noyau est 
d' amplifier les signaux visuels pertinents à travers des circuits reliés à l'attention et à 
la planification motrice (voir Casagrande, Sary, Royal, & Ruiz, 2005 pour une 
recension des écrits). Un autre noyau thalamique impliqué dans l'attention, qui est 
interconnecté avec le corps genouillé latéral et qui a été trouvé affecté par la lésion 
cholinergique du NTPP dans la seconde étude de la thèse, est le noyau réticulaire. 
Celui-ci est interposé entre le thalan1us et le cortex, est interco1mecté avec le cmiex 
préfrontal et semble impliqué dans l' attention en régulant le flux d ' information entre 
le thalanms et le cortex (McAlonan & Brown, 2002; McAlonan, Cavanaugh, & 
Wurtz, 2006; Zikopoulos & Barbas, 2007). 
Il demeure important de mentionner, toutefois, que le NTPP projette dans d'autres 
régions cérébrales qui pourraient également expliquer les déficits d' attention 
soutenue observés dans la troisième étude de la thèse. Par exemple, des études ont 
montré que des neurones cholinergiques du NTPP innervent également les colliculi 
supérieurs (Hall et al. , 1989), le système dopaminergique du mésencéphale (Mena-
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Segovia et al., 2008), ainsi que le striatun1 (Dautan et al., 2014), et il est possibles que 
ces régions soient à leur tour impliquées dans le traitement attentionne!. Compte tenu 
de ces évidences, on ne peut entièrement éliminer le rôle d'autres projections 
cholinergiques du NTPP dans 1' attention soutenue conm1e explication possible des 
présents résultats. En effet, il est possible que le contingent de fibres cholinergiques 
du NTPP projetant dans ces régions, bien qu'important sur le plan fonctiom1el, ne 
soient pas suffisament abondant pour que leur lésion ait été détectée par l'imagerie 
TEP avec le e8F]FEOBV. Néanmoins, les résultats de la seconde étude de la thèse 
ont montré des pertes considérables au niveau des tem1inaisons cholinergiques dans 
le thalamus, et dans une moindre mesure, la région du pallidwn!NBM. Ces résultats 
tendent à renforcer l' hypothèse que les fibres NTPP-thalamiques, plus que n' importe 
quelle autre projection cholinergique du NTPP, puissent jouer w1 rôle primordial dans 
les résultats observés dans la troisième étude. 
L'un des résultats les plus notables de la troisième étude de la thèse est 
l'augmentation de la variabilité dans la latence des réponses chez les rats lésés. Les 
fluctuations dans l' attention soutenue, comme celles révélées dans cette étude par une 
augmentation de la variabilité dans les latences de réponses, ont également été 
décrites chez des humains présentant des lésions sévères du système cholinergique du 
NTPP, comme dans la MP (pruiiculièrement la MP avec démence) ou la DCL 
(Ferman et al., 2004; Imamura et al., 1999; Walker et al., 2000). Chez les patients 
diagnostiqués avec la DCL, la proportion de patients présentant une augmentation des 
fluctuations cognitives est d'environ 90% (Byme, Lennox, Lowe, & Godwin-Austen, 
1989; McKeith et al., 2003), et d'environ 29% chez les patients diagnostiqués avec la 
MP avec démence (Ballard et al. , 2002). Les fluctuations cognitives les plus 
généralement rapportés ont trait à l'attention, et se manifestent plus spécifiquement 
par une augmentation dans la variabilité des latences de réponses (Ballard et al., 
2001, 2002; Walker et al., 2000). Ces maladies présentant de nombreuses similarités 
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neuropathologiques, incluant la perte de densité cholinergique dans le NTPP, 
pourraient indiquer que les fluctuations cognitives retrouvées dans ces maladies ont 
une même natme étiologique (Hepp et al., 2013; McKeith et al. , 2005). En support à 
cette hypothèse, il a été montré que ces déficits attentionnels étaient atténués suivant 
le traitement symptomatique avec des inhibiteurs de cholinestérase, tels que la 
rivastigmine ou le donepezil (Yarnall et al., 2011). Il a également été montré que la 
stimulation cérébrale profonde du NTPP chez des patients atteints de la MP entraîne 
une an1élioration des niveaux d'éveils et d'alerte durant le jour, de même que des 
fonctions exécutives et attentionnelles (Stefani et al. , 2013 ). Bref, il semble que les 
similitudes de déficits attenti01mels observés dans la présente étude et ceux rapportés 
dans la MP et la DCL pourraient être expliquées par les dénervations cholinergiques 
du NTPP caractérisant ces maladies, et sont consistantes avec l'hypothèse que ces 
systèmes cholinergiques puissent jouer un rôle dans les systèmes d'alerte et 
d'attention soutenue. 
Par ailleurs, les déficits attentionnels induits par la destruction du NTPP pomraient 
également être impliqués dans plusiems symptomes cliniques que l' on retrouve dans 
plusieurs maladies neurodégénératives. Par exemple, les troubles de la démarche ont 
été associés au fonctiOimement cognitif, et en particulier avec l'attention (Amboni, 
Barone, & Hausdorff, 2013). Des études ont même montré une association spécifique 
entre la démarche, l' attention et l'activité cholinergique, et suggèrent que le système 
cholinergique du NTPP-thalamus pourrait avoir un rôle primordial à la fois dans 
l' attention et, directement ou indirectement, dans la démarche (Bohnen & Jalm, 
20 13). Un second exemple de symptomes cliniques pouvant être associés à des 
déficits attentionels a trait à la conduite automobile risquée chez les patients atteints 
de la MP. En effet, une étude récente a montré, au moyen d' imagerie TEP, que la 
perte de terminaisons cholinergiques dans le thalamus (suggérant une perte neuronale 
dans le NTPP) constituait un prédicteur indépendant de la conduite tisquée dans la 
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MP (Weathers et al. , 2014). Ces résultats sont consistants avec les pertes de fibres 
cholinergiques NTPP-thalamus et les déficits d'attention soutenue rapportés dans la 
présente thèse. Il dememe toutefois important de mentionner que d' autres systèmes 
nemochimiques sont également atteints dans ces maladies nemodégénératives et 
powTaient eux aussi contribuer aux déficits attentionnels faisant partie du tableau 
clinique. Par exemple, dans la MP, la dégénérescence dopaminergique dans les 
circuits striataux semble altérer la nemotransmission glutamatergique (Huesta-
Ocanlpo, Mena-Segovia & Bolam, 2014; Sgambato-Fame, & Cenci, 2012), pouvant 
entraîner des déficits cognitifs, possiblement de natme attentionelle (Siepel et al. , 
2014). 
Enfm, il est intéressant de souligner que les déficits comportementaux observés dans 
la troisième étude de la thèse suivant la lésion du NTPP sont plus spécifiques que 
ceux obtenus par Inglis et al. (2001). Dans cette dernière étude, la lésion du NTPP a 
produit des performances globaleinent affectées dans la tâche 5-CSRT, avec une 
importante augmentation du nombre d' errems d'omission. De plus, dans lem étude, 
les réponses anticipatoires étaient aussi réduites, ce qui est également consistant avec 
un échec général à répondre. En contraste, dans la présente étude, les déficits suivant 
la lésion du NTPP étaient restreints à une faible réduction du nombre de réponses 
conectes et à une augmentation de la variabilité dans la latence des réponses, ce qui 
suggère que les déficits, plutôt que d' inclme un échec à répondre, étaient 
sélectivement restreints à l' attention soutenue. Cette différence entre leurs résultats et 
les nôtres peut être expliquée, au moins en partie, par notre méthode de lésion 
hautement sélective des neurones cholinergiques du NTPP qui n' était pas possible 
dans 1' étude de Inglis et al. (200 1 ), à cause de lem utilisation de 1 ' acide iboténique 
comme nemotoxine. Tel que mentionné précédemment, l' acide iboténique est comm 
pom détruire non seulement les nemones cholinergiques, mais également les 
neurones GABAergique et glutamatergiques. Par conséquent, en utilisant la méthode 
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chirurgicale testée dans la première étude de la thèse, nous avons été en mesure de 
montrer pour la première fois que la lésion sélective des neurones cholinergiques du 
NTPP chez le rat était associée avec de augmentation de la variabilité des latences de 
réponse, similaires aux fluctuations de l' attention déjà décrites chez des sujets 
hwnains atteints de la MP et de la DCL. 
Somme toute, les observations anatomiques de la deuxième étude, combinées aux 
observations comportementales de la troisième étude de la thèse, suggèrent que le 
rôle des neurones cholinergiques du NTPP dans les processus attentionnels 
s'expliquent le plus probablement par leurs projections ascendantes (i .e. , faisant partie 
du système réticulaire activateur ascendant) au thalamus et au prosencéphale basal, 
qui en retour envoie des projections au cortex (Hallanger & Wainer, 1988; Jones & 
Yang, 1985; Mesulam et al. , 1983; Oakman et at. , 1999). Les résultats de la thèse 
sont également compatibles avec les déficits attentionels observés dans des maladies 
caractérisées par une dégénérescence des neurones cholinergiques du NTPP. 
7 .1.4.2 Implications pour les recherches futures et la clinique 
En plus d'avoir permis l'avancement des connaissances par rapport au système 
cholinergique originant dans le NTPP, les résultats de la thèse ont également des 
implications importantes pour les recherches futures et la clinique. 
Une implication importante des résultats de la thèse a trait à la méthodologie utilisée. 
Des études précédentes ont montré que l'imagerie TEP avec le C8F]FEOBV constitue 
w1e mesure in vivo sensible aux changements de densités d'umervation cholinergique 
suivant la lésion du NBM chez Je rat (Parent, Bedard, Aliaga, Soucy, et al. , 2012; 
Parent et al. , 2013). Les résultats de la seconde étude amènent un support additionnel 
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à cette méthode en démontrant qu'elle est également fiable pour la détection de pertes 
neuronales terminales résultant de la lésion du NTPP. De plus, dans la troisième 
étude, on montre que cette mesure corrèle avec les performances comportementales, 
et ce, d\me manière similaire à la quantification histologique ex vivo . Ces résultats 
ont des implications cliniques et de recherche considérables, puisqu'ils supportent 
l'utilisation potentielle de cette méthode in vivo pour mieux évaluer l'évolution de 
dénervations cholinergiques caractérisant plusieurs maladies neurodégénératives, 
telles que la MA, la MP, la DCL, l'AMS et la PSP (Benarroch et al., 2002; Gilman et 
al. , 201 0; Jellinger, 1988; Kosaka et al. , 1984). Un marqueur des terminaisons 
cholinergiques tel que le C8F]FEOBV pourrait constituer un avancement majeur pour 
notre exploration in vivo des lésion cholinergiques de ces maladies 
neurodégénénitives et pour notre compréhension de leurs rôles spécifiques dans la 
symptomatologie de ces maladies . De plus, un tel outil permettrait de quantifier les 
niveaux de dégénérescence à différents stades de la maladie et, par conséquent, de 
vérifier la réversibilité de ce processus dégénératif suivant l'initiation d'un traitement 
curatif éventuel. Par ailleurs, pour les recherches futures, une telle méthode pour 
examiner l'activité cholinergique in vivo, combinée avec l'utilisation d'une toxine à 
action lente telle que la Dtx-UII, offre des possibilités excitantes en termes de designs 
expérimentaux (tel que l'évaluation de la progression de lésions cholinergiques dans 
le temps) et pourrait permettre de répondre à des questions qui ne pouvaient être 
adressées jusqu'ici, et ce, avec un taux minimal de sacrifice animal. 
Une autre contribution méthodologique importante est l'inclusion, dans la troisième 
étude, d'une mesure de fluctuation de l'attention en plus des mesures 
conventiom1ellement utilisées avec la tâche 5-CSRT. L'examen de la variabilité intra-
sujets dans les latences de réponses a ainsi permjs de révéler des fluctuations dans 
l'attention lors de performances soutenues qui ne pouvaient être entièrement révélées 
uniquement par l'examen d'autres mesures (e.g. , le nombre de réponses correctes) . 
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L'inclusion d'une telle mesure apparaît des plus pertinentes, puisque les fluctuations 
cognitives sont caractéristiques de plusieurs syndromes cliniques chez l'humain 
(Ferman, et al , 2004; Inamura, et al, 1999; Walker, et al , 2000). 
Enfm, les résultats de la thèse suggérant que des pertes cholinergiques NTPP-
thalarnus sont associées avec des déficits attentionnels, il apparaît très pertinent pour 
les recherches futures de vérifier si l'augmentation cholinergique par des agents 
pharmacologiques permet de rétablir les performances attentionnelles. De telles 
questions ont des implications cliniques importantes, puisqu'elles pourraient mener à 
des pistes de traitement visant à réduire les déficits cognitifs associés aux maladies 
neurodégénératives dans lesquelles les neurones cholinergiques du NTPP dégénèrent 
(i.e., MP, DCL, AMS, PSP). 
7.2 Conclusion 
En conclusion, les articles présentés dans la thèse ont permrs de faire 
différentes observations quant aux conséquences anatomiques et comportementales 
de la lésion hautement sélective des neurones cholinergiques du NTPP, cette dernière 
ayant été rendue possible par la méthode chirurgicale étable dans 1 'Étude 1. En plus 
d'améliorer le bagage des connaissances empiriques, les résultats des études de la 
thèse· ont permis de préciser certaines hypothèses quant aux réseaux neuronaux 
originant dans le NTPP (Étude 2) impliqués dans des processus cognitifs spécifiques 
(Étude 3). Bien que leurs objectifs aient été distincts, les résultats de la deuxième et 
troisième étude sont compatibles avec l' idée selon laquelle les neurones 
cholinergiques du NTPP, de par leurs connections avec le thalamus, jouent un rôle 
dans les systèmes d' alerte et d'attention soutenue. Les résultats des trois études de la 
thèse ont également permis de valider des outils méthodologiques de grande valeur 
pour la clinique et les recherches futures. 
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